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Abstract 

Introduction: It has been well established that the ghrelinergic system has an inhibitory effect on reproductive activity. 
RF-amide-Related Peptide-3 (RFRP-3) is one of the most important neuropeptides that regulates mammalian 
reproduction. Studies have shown the presence of a ghrelin receptor called Growth Hormone Secretagogue Receptor 
(GHS-R1a) in areas containing RFRP-3 in the brain. Therefore, the ghrelinergic system may be involved in the control 
of reproduction through RFRP-3. This study aimed to investigate the possible role of GHS-R1a receptors in regulating 
RFRP-3 mRNA expression and its receptor GPR147 in the hypothalamus of male rats. 

Methods: Forty male Wistar rats were divided into 8 groups (n=5). Each group received saline, 2, 4, or 8 nmol ghrelin 
(agonist of GHS-R1a), 5, 10, or 20 nmol D-Lys3-GHRP-6 (DLS) (antagonist of GHS-R1a), or concurrently ghrelin (4 
nmol) and DLS (10 nmol) through a cannula implanted in the third ventricle of the brain. The hypothalamus of mice 
was dissected 2 hours after treatment to evaluate the mRNA levels of RFRP-3 and GPR147 genes. 

Results: Our findings showed that the injection of 4 nmol (P < 0.05) or 8 nmol (P < 0.01) ghrelin significantly increased 
RFRP-3 mRNA expression compared to the saline group. While the injection of 20 nmol DLS significantly (P < 0.05) 
decreased the RFRP-3 mRNA level compared to the saline group. Pre-administration of DLS to animals receiving ghrelin 
prevented the effects of ghrelin in increasing RFRP-3 expression. Ghrelin or DLS had no significant effect on 
hypothalamic GPR147 mRNA levels. 

Conclusion: Acute activation of GHS-R1a by ghrelin has a stimulating role in hypothalamic RFRP-3 mRNA expression 
without significant effect on GPR147 mRNA level. 
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 مقدمه -1

مولکول  ،1های هورمون رشدسکرتاگوگ جمله  ترشح  از  باعث  که  هستند  و مصنوعی  غیرپپتیدی طبیعی  یا  پپتیدی  های 
های  از طریق اتصال به نوع خاصی از گیرنده  GHSs.  [2]،  [1]شوند  ها در سطح هیپوفیز و هیپوتالاموس میسوماتوتروپ

طور پایدار ها بهآن هایی که در  به سلول  Ca+2، ورود  R1a-GHS( به نام گیرنده GPCR)   Gپروتئین    متابوتروپیک جفت شده با
-GHSبه نام    GHSگری از گیرنده فرعی  ، نوع دیGHS-R1a. علاوه بر گیرنده کاربردی  [3]کنند  تنظیم می  شوند رابیان می

R1b  دهی  ای در سیگنالوجود دارد که نقش تعدیل کنندهGHS-R1a    [4]دارد  .GHS-R1a  ای برای هورمون متابولیک  گیرنده
. پیش از این، رابطه بین گرلین،  [7]–[5]گرلین است که در ترشح هورمون رشد، مصرف انرژی و تنظیم اشتها نقش دارد  

سطوح بالای    .[10]–[8]عنوان یک سیگنال احتمالی برای کمبود انرژی، و عملکرد سیستم تولیدمثلی آشکار شده است  هب
یان به اختلالات تولیدمثلی و بلوغ  و مبتلا  [9]اشتهایی عصبی  گرلین، به عنوان هورمون گرسنگی، در بیماران مبتلا به بی

های لازم فرآیندداری، مصرف انرژی از مسیرهای تولیدمثلی دور و به  . در شرایط روزه[11]تاخیری مشاهده شده است  
منفی انرژی یم محور تولیدمثلی در موارد تعادل  بنابراین، ممکن است که گرلین در تنظ  ؛[11]  ،[8]  دشوبرای بقا هدایت می
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 های ژن  mRNA در تنظیم بیان  (GHS-R1a) دخالت گیرنده سکرتاگوگ هورمون رشد 

RFRP-3    وGPR147    های صحرایی نر در هیپوتالاموس موش 
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-RF-amideخوبی ثابت شده است که سیستم گرلینرژیک اثر مهاری بر فعالیت تولیدمثلی دارد. پپتید وابسته به  به   : مقدمه

3  (RFRP-3یکی از مهم )کند. مطالعات، وجود گیرنده  ترین نوروپپتیدهایی است که تولیدمثل پستانداران را تنظیم می
اند؛ بنابراین، در مغز نشان داده  RFRP-3را در نواحی حاوی    (GHS-R1aنام گیرنده سکرتاگوگ هورمون رشد )گرلین به

دخالت داشته باشد. هدف از این مطالعه بررسی    RFRP-3ممکن است سیستم گرلینرژیک در کنترل تولیدمثل از طریق  
ای هدر هیپوتالاموس موش   GPR147و گیرنده آن    RFRP-3ژن    mRNAدر تنظیم بیان    GHS-R1aهای  نقش احتمالی گیرنده

 . صحرایی نر بود
نانومول گرلین    8-یا-4،  2(. هر گروه سالین،  =5nگروه تقسیم شدند )   8سر موش صحرایی نر ویستار به    40  :هاروش 

  4زمان گرلین )(، یا هم GHS-R1a( )آنتاگونیست  DLS)  D-Lys3-GHRP-6نانومول    20یا    5  ،10(،  GHS-R1a)آگونیست  
ساعت    2نانومول( از طریق کانول کاشته شده در بطن سوم مغز دریافت کرد. هیپوتالاموس موش    10)  DLSنانومول( و  

 . تشریح شد  GPR147و  RFRP-3های ژن mRNAپس از درمان برای ارزیابی سطوح 
  mRNA-RFRP-3( گرلین بیان  >01/0Pنانومول ) 8یا  (  >05/0Pنانومول )  4های ما نشان داد که تزریق  یافته  ها:یافته 

داری  طور معنیبه  DLSنانومول    20که تزریق  داری افزایش داد. درحالی طور معنیرا در مقایسه با گروه سالین به
(P<0.05  سطح )mRNA RFRP-3   را نسبت به گروه سالین کاهش داد. پیش تجویزDLS   کننده گرلین به حیوانات دریافت

  mRNA-GPR147توجهی بر سطوح  هیچ اثر قابل   DLSجلوگیری کرد. گرلین یا    RFRP-3ات گرلین در افزایش بیان  از اثر
 هیپوتالاموس نداشتند.

هیپوتالاموس نقش تحریکی دارد، بدون    mRNA-RFRP-3وسیله گرلین در بیان  به  GHS-R1aسازی حاد  فعال   :گیرینتیجه
 . داشته باشد  mRNA-GPR147توجهی بر سطح که تاثیر قابل آن

 . ، تولیدمثل، گرلین، هیپوتالاموس RF-amide-3، پپتید وابسته به D-Lys3-GHRP-6 ،GPR147 ها:کلیدواژه 

 

 

mailto:F.babaei@urmia.Ac.Ir


48   

 

 دانشگاه الزهرا)س(   ی کاربرد   ی شناس ست ی ز   ی فصلنامه علم 
شماره  36دوره    ،4   ،

(1402 ) 
 59-47  صفحه:

 

( و آزاد کننده گنادوتروپین LHهای لوتئینیزه کننده )اثر سرکوبگر گرلین بر ترشح سطوح پایه هورمون  نقش داشته باشد. قبلا
(GnRH  در موش صحرایی )[12]  این پپتید در اینبرعلاوهبه اثبات رسیده است.    [15]و انسان    [14]، میمون  [13]، گوسفند ،

در راستای عملکردهای گرلین که در بالا ذکر گردید،    .[12]  ،[10]کند  نقش یک تعدیل کننده منفی در بلوغ جنس نر عمل می
mRNA  ژنGHS-R1a هیپوفیز-های محور هیپوتالاموسویژه سطح بیان آن در بافتیی شده و بهدر مغز شناسا-( گنادHPG  )

را از بین    GnRH/LH(، اثرات تنظیمی گرلین بر ترشح  DLS)GHRP-Lys3-D-16 این، پیش تجویز  بر. علاوه[16]بالاست  
شود. باشد که مانع از بروز برخی اثرات فیزیولوژیکی گرلین میمی   GHS-R1aخابی  آنتاگونیست انت  DLS.  [18]،  [17]برد  می

DLS  های  طور گسترده برای تعیین نقش گرلین و گیرندهبهGHSR-1a    در داخل بدن و در شرایط آزمایشگاهی استفاده شده
باشد. در مطالعه  می  cAMP( از طریق مهار اثرات افزایشی گرلین بر  DLSانیسم عمل این هگزاپپتید ). مک [21]–[18]است  

های تولیدمثلی، از این آنتاگونیست استفاده  در کنترل برخی از جنبه   هاآن و بررسی نقش    GHS-R1aحاضر برای مسدود کردن  
 گردید.

. این  [22]( است  RFRP-3)  3-آمید -آلانینفنیل   -، پپتید وابسته به آرژنینGnRH/LHیکی از عوامل اصلی تنظیم کننده ترشح  
 هایی که عمدتا از نورون  RFRP-3( در پرندگان است.  GnIHهورمون بازدارنده گنادوتروپین ) پپتید در پستانداران، ارتولوگ  

در    GnRHهای  ها به نورون الیاف این نورون.  [23]شود  ( قرار دارند ترشح میDMNدر هسته پشتی میانی هیپوتالاموس )
در    RFRP-3های  ، گیرندهاینبرعلاوهروند.  پیش می  [24]،  [23]( هیپوتالاموس و برجستگی میانی  POAاپتیک )ناحیه پیش

-RFRP.  [25]–[23]شود  می  GnRH/LHموجب سرکوب سنتز و ترشح    RFRP-3شوند. از این طریق،  نواحی مذکور بیان می

در هیپوتالاموس، هیپوفیز  کند که عمدتا  اعمال می  GPR147ای به نام  عملکردهای فیزیولوژیکی خود را از طریق گیرنده  3
کند و  آدنیلات سیکلاز را مهار می   RFRP-3/GPR147. در سطح عملکرد سلولی،  [26]،  [23]شود  ها بیان میقدامی و بیضه

در    RFRP-3. نشان داده شده است که تجویز سیستماتیک  [23]کند  را سرکوب می  cAMPمسیرهای سیگنالینگ وابسته به  
 .[26]شود می LHهای صحرایی نر، باعث کاهش رفتار جنسی و ترشح موش

، در ناحیه پشتی میانی هیپوتالاموس که محل اصلی  GHS-R1aه گیرنده گرلین،  اند کآنالیزهای ایمونوسیتوشیمیایی نشان داده 
احتمال دارد که گرلین از طریق این    ،بنابراین  ؛[27]،  [13]شود  باشد، بیان میمی  RFRP-3های  تجمع جسم سلولی نورون

بر    RFRP-3گرلین و    هزدارندبگذارد. با توجه به اثرات هم راستا و با  تاثیر  RFRP-3های  ها بر میزان فعالیت نورونگیرنده
، این سوال مطرح RFRP-3های  در ناحیه تجمع جسم سلولی نورون  GHS-R1aحضور    چنینهمروی محور تولیدمثلی و  

باشد.  RFRP-3/GPR147گری سیستم سیگنالینگ شود که آیا اختلال تولیدمثل ناشی از گرلین ممکن است ناشی از واسطهمی
و گرلین بر سطح بیان   DLSبه ترتیب با استفاده از    GHS-R1aسازی  مهار یا فعال  تاثیراضر،  در این راستا، در مطالعه ح

 است، بررسی شد.  RFRP-3عملکردی  که گیرنده GPR147و  mRNA RFRP-3هیپوتالاموسی 

 ها مواد و روش  -2

 مواد شیمیائی  -1-2

مریکا(،  آ، .Poenix Pharmaceutical Inc) DLS (D-Lys3-GHRP-6 )(CAT: 031-29)( و CAT: 031-31در این مطالعه، گرلین )
و   DNase Iتام )دنا زیست آسیا، ایران(، کیت    RNA، هلند(، کیت ستونی استخراج  Alfasan Internationalکتامین و زایلازین )

RT-PCR  (VivantisTechnologies  ،Selangor( پرایمرها ،)مالزی ،Bioneer(، محلول قرمز ایمن )، کره جنوبیSafe red کوثر ،
 ، ایران( خریداری و استفاده شدند. CinaGenجفت باز ) 100بیوتکنولوژی، ایران(، ژل آگارز و نشانگر 

 حیوانات  -2-2

گرم استفاده شد. حیوانات در اتاقی با دمای    200±20سر موش صحرایی نر بالغ ویستار با وزن    40در این آزمایش از  
و شدت نور    08:00ساعته )شروع نور در ساعت    12، تحت یک چرخه نور/تاریکی  گرادسانتیدرجه   22±2کنترل شده  

 طور آزاد در دسترس حیوانات قرار داشت.لوکس( نگهداری شدند. غذا و آب به 300در میانه اتاق 

 جراحی استرئوتکسی -3-2

میلی گرم بر کیلوگرم( بیهوش   10م( و زایلازین )میلی گرم بر کیلوگر  80همه حیوانات با تزریق داخل صفاقی کتامین )
، ژاپن( تحت عمل جراحی قرار گرفتند. هدف از جراحی، کاشت Narishigeشده و سپس با استفاده از ابزار استرئوتکسی )

( در اطلس  AP = - 2.3  ،ML = 0.0  ،DV = 6.5یک کانول راهنما در بطن سوم مغزی بر اساس مختصات استریوتاکسیک )
بود که با سیمان   guage-23. کانول راهنما یک سوزن فولادی ضد زنگ  [29]  ،[28]  بود  پاکسینوس و واتسون    وشمغز م

 

1 D-Lys3-Growth Hormone Releasing Peptide-6 (D-Lys3-
GHRP-6) 
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   ... سکرتاگوگ هورمون رشد   رنده ی دخالت گ   / و خزعلی   بالدرلو یبابائ

دندانی و سه پیچ کوچک فولادی ضد زنگ در بالای بطن سوم در سطح جمجمه ثابت شد. یک مسدود کننده فولادی ضد  
. حیوانات پس از جراحی به صورت جداگانه نگهداری شدند.  [30]متحرک نیز در این کانول تعبیه شده بود    guage-26گ  زن

 سازی برش مغز انجام شد.در پایان، برای اطمینان از کانولاسیون مناسب، پرفیوژن و آماده

 تیمار درون بطن مغزی  -4-2

  8و    4،  2ه سالین،  های دریافت کنند(، شامل گروه 5از یک هفته بهبودی، حیوانات به هشت گروه )تعداد در هر گروه=  پس
نانومول    10نانومول گرلین و    4  زمانهم)آنتاگونیست گرلین( و گروه تجویز    DLSنانومول    20و   10،  5نانومول گرلین،  

DLS  با استفاده   هاآن میکرولیتر از    3ها به صورت تازه تهیه شد و مقدار  محلول  تقسیم شدند. حلال پپتیدها سالین بود. تمام
( به بطن سوم مغزهر موش در مدت یک دقیقه تزریق شد. در Hamilton Inc., Reno, NA, USAاز میکروسرنگ همیلتون )

ه اثرات اورکسیژنیک  های گرلین در محدودتزریق شد. غلظت  DLSدقیقه پس از تجویز    5، گرلین  زمانهمگروه تجویز  
بر اساس توانایی آن در کاهش    DLSهای  . غلظت [31]زا( آن انتخاب شدند  )اشتهازا( مرکزی و ضد دیپسوژنیک )ضد عطش

 . [32]اثرات تولیدمثلی گرلین انتخاب شد 

 در هیپوتالاموس  mRNAارزیابی سطوح بیان   -5-2

(  RT-PCRای رونوشت پلیمراز معکوس )هیپوتالاموس از مغز حیوانات جدا و با نیتروژن مایع منجمد شد تا واکنش زنجیره
دستورالعمل کیت استخراج بر اساس   RNAکل با استفاده از کیت تجاری استخراج  RNAانجام شود. برای این منظور، ابتدا 

( مورد NanoDrop Technologies  ،Wilmington  ،USAهای جدا شده توسط نانودراپ )RNAشد. غلظت، خلوص و کیفیت  
  1به ازای هر    DNase Iواحد    1(. هر رونوشت با  nm280 /nm260  >8/1<  2بررسی قرار گرفت )محدوده قابل قبول:  

دقیقه   5و به دنبال آن دناتوراسیون حرارتی آنزیم به مدت    گرادسانتیدرجه    37  دقیقه در دمای  30به مدت    RNAمیکروگرم  
  DNAژنومی انکوبه شد. سپس سنتز و تکثیر    DNAبرای از بین بردن آلودگی احتمالی با    گرادسانتی درجه    75در دمای  

کل به یک مخلوط واکنش   RNAمیکروگرم از    1طور خلاصه،  انجام شد. به  RT-PCR( با استفاده از کیت  cDNAمکمل )
آنزیم رونویس معکوس    100میکرولیتر )dNTP  ،5/0مولار( مخلوط  میلی  10میکرولیتر )  2حاوی    M-MLV  ،2واحد( 

و آب فاقد نوکلئاز اضافه شد و بر طبق دستورالعمل کیت انکوبه  RNAseمیکرولیتر مهارکننده  X10 ،1میکرولیتر از بافر 
 گردید.

RT-PCR  ( توسط یک دستگاه ترموسایکلرBio-Rad  انجام شد. در این )نانوگرم    5مخلوط واکنش حاوی    فرآیند، آمریکاcDNA 
 Taq(  Uواحد )  1(،  Revers( )pM  10( و معکوس)Forwardمیکرولیتر از هر آغازگر )پرایمر( رو به جلو )  5/0الگو،  

DNA    ،2میکرولیتر    0/ 75پلیمرازMgCl  (50    ،)میکرولیتر بافر    2/ 5میلی مولارPCR  (X10  ،)5 /0    میکرولیتر از مخلوط
 .  میکرولیتر بود  20( و حجم نهایی آن DEPCو آب تیمار شده با دی اتیل پیروکربنات ) dNTPsمیلی مولار  10

( GPR147و    RFRP-3انتخاب شد. خصوصیات پرایمرهای هدف )  [33]و همکاران  ا  توالی پرایمرها بر اساس مطالعه ایواس
لی از چپ به  دار به شرح زیر است )جهت توا( به عنوان ژن خانه GAPDHفسفات دهیدروژناز ) -3-و پرایمر گلیسرآلدئید

،  GACGCATCACCAAGACACTG( فوروارد: NM_023952.1)شماره دسترسی  RFRP-3است(:  3‘به  5‘راست بصورت 
آمپلیکون    با  ACAGCTTCATAGCCCCTTGAریورس:   باز  218اندازه  دسترسی    GPR147  ،جفت  (  NM_12858)شماره 
جفت    163اندازه آمپلیکون    با  TGAGCACAATGAAGCAGACC، ریورس:  GGTCAGAACGGGAGTGATGTفوروارد:  

دسترسی    GAPDH  ،باز فوروارد:  BC_013915)شماره   )AAGAAGGTGGTGAAGCAGGGCATC  :ریورس  ،
CGAAGGTGGAAGAGTGGGAGTTG جفت باز.  112اندازه آمپلیکون  با 

به مدت   گرادسانتیدرجه    94ر دمای  طبق برنامه زمانی و دمایی یک سیکل د  RT-PCRآمپلیفیکاسیون در مرحله    فرآیند
ثانیه،   30به مدت    گرادسانتیدرجه    94سیکل شامل مرحله اول در دمای    40ثانیه، سه مرحله تکرار شونده برای    600

ثانیه    30به مدت    گرادسانتیدرجه    58در    GAPDHیا برای    گرادسانتیدرجه    63در    GPR147و    RFRP-3مرحله دوم برای  
 گرادسانتیدرجه   72. در نهایت یک سیکل در دمای انجام شد ثانیه 30برای   گرادسانتیدرجه  72دمای  و مرحله سوم در

 cDNAاز    PCR، برای اطمینان از تولید محصولات  DNase Iبا    RNAsثانیه در نظر گرفته شد. علاوه بر تیمار    600به مدت  
زیم ترانس کریپتاز معکوس در طول مرحله تکثیر طراحی  های کنترل در غیاب آنژنومی، واکنش  DNAسنتز شده و نه از  

با استفاده از    1/ 5%پس از مخلوط شدن با محلول قرمز ایمن بر روی ژل آگارز    PCRشدند. محصولات تکثیر شده با  
 های ژلجفت بازی نیز در یکی از چاهک  100، یک نشانگر  زمانهمطور  ، آمریکا( آنالیز شدند. بهBio-Radالکتروفورز )

سازی ی، آمریکا( کم41/1)نسخه    ImageJ  افزارنرممشاهده و با    UVبارگزاری شد. سپس باندهای موجود در ژل تحت نور  
 شد.
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 های آماری تجزیه و تحلیل -3

ها با استفاده از ( مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. توزیع نرمال داده21)نسخه    SPSS  افزارنرمها با استفاده از  تمامی داده
( انجام شد و ANOVAها با استفاده از تحلیل واریانس یک طرفه )ویلک ارزیابی شد. تجزیه و تحلیل داده  - آزمون شاپیرو

دار در نظر  از نظر آماری معنی  P <0.05ها با استفاده از آزمون تعقیبی توکی تعیین شد. تفاوت در سطح  تفاوت بین گروه
، آمریکا( 1/ 41سخه  )ن  Image J  افزارنرم شد.    ارایهگرفته شد. تمام مقادیر به صورت میانگین ± انحراف معیار از میانگین  

 گردید. استفاده  Excel افزارنرم آمده از الکتروفورز استفاده شد. برای رسم نمودارها از دستیت باندهای بهبرای تعیین کم 

 نتایج  -4

 RFRP-3ژن    mRNAبر سطح   GHS-R1aاثرات آگونیست و آنتاگونیست  -1-4

  B- 1  و  A-1  هایشکلهای تحت درمان با گرلین به ترتیب در  در موش  GAPDHو    mRNA  RFRP-3بیان هیپوتالاموسی  
 2نشان داده شده است. نتایج نشان داد که    C-1  شکلدر    GAPDHبه    RFRP-3ی  ده شده است. بیان نسبی مقادیر کمنشان دا

(.  P>0.05دار نبود )د، اما این اثر معنیرا در مقایسه با گروه سالین افزایش دا  mRNA  RFRP-3نانومول گرلین بیان نسبی  
نانومول گرلین افزایش یافت، در حالی که    4( به دنبال تزریق  P <0.01طور قابل توجهی )به  mRNA RFRP-3بیان نسبی  

را   mRNA RFRP-3( سطح  P <0.001طور قابل توجهی )نانومول گرلین اثرات افزایش گرلین را تشدید کرد و به  8زریق  ت
 در مقایسه با گروه سالین افزایش داد. 
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  mRNA ،B: RFRP-3 ،GAPDHسطوح بیان :  A ؛ PCRاثرات گرلین بر محصولات آمپلیفیکاسیون  -1شکل 
-ها بههای صحرایی نر ویستار. دادهدر هیپوتالاموس موش GAPDH به RFRP-3 سطوح بیان نسبی:  C و
در مقایسه با   P <0.001 ***و  P <0.01 **اند؛ انحراف معیار از میانگین نمایش داده شده ±ورت میانگین ص

 گروه سالین. 
Figure 1- Effects of ghrelin on amplification products of PCR; A: RFRP-3, B: GAPDH, mRNA 

expression levels and C: the relative expression levels of RFRP-3 to GAPDH in hypothalamus of male 

Wistar rats. Data are represented as mean ± SEM; ** P < 0.01 and *** P < 0.001 vs. saline group. 

نشان    B-2  و  A-2  هایشکلبه ترتیب در    DLSای تحت درمان با  هدر موش  GAPDHو    RFRP-3هیپوتالاموس    mRNAبیان  
  10یا  5نشان داده شده است. نتایج نشان داد که  C-2 شکلدر  GAPDHبه  RFRP-3ی ده شده است. بیان نسبی مقادیر کمدا

-RFRPدر مقایسه با گروه سالین نداشت. بیان نسبی    mRNA  RFRP-3( بر بیان  P<0.05داری )هیچ اثر معنی  DLSنانومول از  

3 mRNA  به( طور قابل توجهیP <0.01  پس از تزریق )نانومول    20DLS   در مقایسه با حیوانات سالین دریافت شده کاهش
 یافت.
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  :mRNA ، RFRP-3 ،Bسطوح بیان :  A ؛ PCRبر محصولات آمپلیفیکاسیون  DLSاثرات  -2شکل 
GAPDH   وC : بیان نسبیسطوح RFRP-3 به GAPDH های صحرایی نر ویستار.  در هیپوتالاموس موش

در مقایسه با گروه   P <0.01 ** ؛اند انحراف معیار از میانگین نمایش داده شده ±ها به صورت میانگین داده
 سالین. 

Figure 2- Effects of D-Lys3-GHRP-6 (DLS) on amplification products of PCR; A: RFRP-

3, B: GAPDH, mRNA expression levels and C: the relative expression levels of RFRP-3 to 

P  **in hypothalamus of male Wistar rats. Data are represented as mean ± SEM;  GAPDH

< 0.01 vs. saline group. 

تیمار    DLSنانومول    10نانومول گرلین و    4با    نزماهمهایی که  در موش  GAPDHو    mRNA  RFRP-3بیان هیپوتالاموسی  
  C-3  شکلدر    GAPDHبه    RFRP-3ی  ده شده است. بیان نسبی مقادیر کمنشان دا  B-3  و  A- 3های  شکلشدند به ترتیب در  

 mRNA( باعث افزایش سطح P <0.01داری )طور معنینانومول گرلین به 4نشان داده شده است. نتایج نشان داد که تزریق 

RFRP-3  نانومول    10که تزریق  در هیپوتالاموس شد. در حالیDLS  داری )معنی  تاثیرP>0.05  .پارامتر نداشت این  ( بر 
 mRNA( بر سطح  P>0.05داری )معنی  تاثیردر مقایسه با گروه سالین    DLSنانومول    10نانومول گرلین و    4  زمانهمتجویز  

 نداشت.  RFRP-3ژن 
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،  mRNAسطوح بیان :  A ؛ PCRبر محصولات آمپلیفیکاسیون  DLSاثرات گرلین و  -3شکل 

B: RFRP-3  ،GAPDH   وC: سطوح بیان نسبی RFRP-3  به GAPDH   در هیپوتالاموس
انحراف معیار از میانگین نمایش   ±ها به صورت میانگین های صحرایی نر ویستار. دادهموش

 در مقایسه با گروه سالین.  P <0.01 **و  P <0.05 *اند؛ داده شده
Figure 3- Effects of ghrelin and DLS on amplification products of PCR; A: RFRP-3, B: 

GAPDH, mRNA expression levels and C: the relative expression levels of RFRP-3 to 

GAPDH in hypothalamus of male Wistar rats. Data are represented as mean ± SEM; ** P < 

0.01 vs. saline group. 

 

 mRNA  GPR147بر سطح   GHS-R1aاثرات آگونیست و آنتاگونیست  -2-4

نشان   B-4  و  A- 4های  لشکهای تحت تیمار با گرلین به ترتیب در  در هیپوتالاموس موش  GAPDHو    mRNA  GPR147بیان  
نشان داده شده است. نتایج نشان داد که گرلین   C-4  شکلدر    GAPDHبه    GPR147ی  ده شده است. بیان نسبی مقادیر کمدا
 (.P >0.05دار نبود )را نسبت به گروه سالین افزایش داد، اما این اثرات معنی  GPR147ژن    mRNAنانومول بیان   8یا    4،  2
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 ، mRNA ،B: GPR147سطوح بیان :  A ؛ PCRت آمپلیفیکاسیون اثرات گرلین بر محصولا  -4شکل 
GAPDH و  C :سطوح بیان نسبی  GPR147به GAPDH های صحرایی نر ویستار.  در هیپوتالاموس موش

 اند. انحراف معیار از میانگین نمایش داده شده ±ها به صورت میانگین داده
Figure 4- Effects of ghrelin on amplification products of PCR; A: GPR147, B: GAPDH, 

mRNA expression levels and C: the relative expression levels of GPR147 to GAPDH in 

hypothalamus of male Wistar rats. Data are represented as mean ± SEM. 

 B-5  و  A-5های  شکل به ترتیب در    DLSهای تحت درمان با  در موش  GAPDHو    mRNA  GPR147بیان هیپوتالاموسی  
نشان داده شده است. نتایج نشان داد که    C-5شکل  در    GAPDHبه    GPR147ی  ده شده است. بیان نسبی مقادیر کمان دانش

اما    ، اثرات کاهشی کمی داشت  در مقایسه با گروه سالین  GPR147ژن    mRNAبر بیان    DLSنانومول   20یا    10،  5تیمار با  
 (.P >0.05) دار نبودمعنی تاثیراین 
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، mRNA ،B: GPR147سطوح بیان   :A؛ PCRبر محصولات آمپلیفیکاسیون  DLSاثرات  -5شکل 
GAPDH   وC: سطوح بیانGPR147  نسبت به GAPDH های صحرایی نر  در هیپوتالاموس موش

 اند. انحراف معیار از میانگین نمایش داده شده  ±ها به صورت میانگین ویستار. داده
Figure 5- Effects of DLS on amplification products of PCR; A: GPR147, B: GAPDH 

mRNA expression levels, and C: the relative expression levels of GPR147 to GAPDH in 

hypothalamus of male Wistar rats. Data are represented as mean ± SEM. 

تجویز   DLSنانومول    10نانومول گرلین و    4با    زمانهم هایی که  در هیپوتالاموس موش  GAPDHو    mRNA  GPR147بیان  
 C-6  شکلدر   GAPDHبه    GPR147ی  ده شده است. بیان نسبی مقادیر کمنشان دا  B-6  و  A- 6  هایشکل شدند به ترتیب در  

در هیپوتالاموس شد،   mRNA  GPR147نانومول گرلین باعث افزایش سطح    4نشان داده شده است. نتایج نشان داد که تزریق  
  4 زمانهم(. تجویز P >0.05ر نبود )دااین پارامتر را کاهش داد. اما این اثرات معنی DLSنانومول  10در حالی که تزریق 

 (. P >0.05در مقایسه با گروه سالین اعمال نکرد ) mRNA GPR147تغییراتی در سطح  DLSنانومول  10نانومول گرلین و 
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  mRNAسطوح بیان :  A؛ PCRبر محصولات آمپلیفیکاسیون  DLSاثرات گرلین و  -6شکل 
GPR147 ،B: GAPDH  وC:   سطوح بیان نسبیGPR147 به GAPDH   در هیپوتالاموس

انحراف معیار از میانگین نمایش   ±ها به صورت میانگین های صحرایی نر ویستار. دادهموش
 .اندداده شده

Figure 6- Effects of ghrelin and DLS on amplification products of PCR; A: GPR147, 

GAPDH, B: mRNA expression levels and C: the relative expression levels of GPR147 to 

GAPDH in hypothalamus of male Wistar rats. Data are represented as mean ± SEM. 

 

 بحث  -5

های بیان کننده  حاوی نورون  ، در هسته پشتی هیپوتالاموس )ناحیهGHS-R1aهای سکرتاگوگ هورمون رشد،  وجود گیرنده
RFRP-3)  [13]،  [27]  دهد که  نشان میGHS-R1a  کن است از طریق سنتز و انتشار  ممRFRP-3    در هیپوتالاموس، در تنظیم

داشته باشد فعال شدن گیرنده  ؛عملکرد تولیدمثل پستانداران نقش  آیا  های  بنابراین، در مطالعه حاضر، بررسی کردیم که 
تاثیر داشته  GPR147های عملکردی آن و گیرنده RFRP-3تواند بر بیان سکرتاگوگ هورمون رشد و سیستم گرلینرژیک می

 باشد یا خیر.

 mRNAطور وابسته به غلظت میزان بیان ، گرلین، بهGHS-R1aنتایج مطالعه حاضر برای اولین بار نشان داد که آگونیست  
طور ، بهGHS-R1a  ،DLS، آنتاگونیست  اینبرعلاوههای صحرایی نر افزایش داد.  را در هیپوتالاموس موش  RFRP-3ژن  

نشان داده شد که پیش تجویز بالاترین غلظت   چنینهم را در هیپوتالاموس کاهش داد.    mRNA  RFRP-3بیان    وابسته به غلظت
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جلوگیری   RFRP-3گرلین از اثرات افزایشی گرلین بر بیان ژن    موثربه حیوانات دریافت کننده کمترین غلظت    DLS  موثرغیر  
در هیپوتالاموس نقش دارد. با   RFRP-3احتمالا در تنظیم سنتز  ،  GHS-R1aدهد که گیرنده گرلین،  کرد. این نتایج نشان می

 mRNA، در مطالعه حاضر، تغییرات مشاهده شده در بیان  HPG  [22]  ،[26]در کنترل محور    RFRP-3توجه به نقش مهم  

RFRP-3  اند که  تواند مکانیسمی برای توجیه اثرات گرلین بر تولیدمثل پستانداران را پیشنهاد کند. مطالعات قبلی نشان داده می
تواند باعث پیدایش یک سیگنال احتمالی برای کمبود انرژی و اختلالات تولیدمثلی به دنبال محدودیت می  GHS-R1aفعالیت  

شده    تحریک شده ثابت  GnRHپایه و    LH. اثر مهاری سیستم گرلینرژیک بر ترشح  [7]–[5]مزمن غذا یا تجویز گرلین شود
 GHS-R1a. توزیع  [34]شود  های گرلین باعث تاخیر در بلوغ در پستانداران می، تحریک گیرندهچنینهم.  [15]،  [12]است  

بافت تناسلی است    HPGهای محور  در  اثرات مستقیم گرلین بر عملکرد دستگاه  . بر اساس  [16]،  [15]،  [13]نشان دهنده 
و    [17]هیپوتالاموس    GnRHهای  مطالعات قبلی، اثر مهاری گرلین بر محور تولیدمثل از طریق اثرات مستقیم بر نورون

های  ، نشان داده شده است که بیشتر اثرات گرلین و آنتاگونیستاینبرعلاوه شود.  گری میمیانجی  [32]های هیپوفیز  گنادوتروف
. یکی از [35]،  [10]ئیدهای غدد جنسی است  ترشح استرو  و متعاقبا   GnRH/LH  [32]م آزادسازی  از طریق تنظیقیما  آن مست

پپتین باشد. کیسمی  RFRP-3امل مستقیم با  باشد که در تعپپتین میکیس  GnRH/LHمهمترین پپتیدهای تنظیم کننده آزادسازی  
پپتین کنند. کیسرا تنظیم می  GnRHهستند که ترشحات    GnRHهای  دو نوروپپتید اصلی در بالادست نورون  RFRRP-3و  

 mRNAشود. یک رابطه معکوس بین سطوح گرلین و بیان  می  GnRHهای  باعث مهار نورون  RFRRP-3باعث تحریک و  
. در مطالعه حاضر، اثر تنظیمی [37]،  [36]پپتین، به عنوان یک نوروپپتید تنظیم کننده تولیدمثل، نشان داده شده است  کیس

به ترتیب با اثرات    HPGبنابراین، اثر سرکوبگر گرلین بر روی محور    ؛آشکار شد  RFRP-3ژن    mRNAگرلین بر بیان  
سیستم تولیدمثل،   مطابقت دارد. اثرات غیرمستقیم گرلین بر روی  RFRP-3پپتین و  مهاری و تحریکی گرلین بر بیان کیس

و   Yاز طریق تنظیم افزایشی نوروپپتید    هاآن و نوروپپتیدهای تولیدمثلی بالادست    GnRHهای تولیدکننده  ویژه بر نورونبه
کاهشی پرواپیوملانوکورتین و رونوشت تنظیم شده با کوکائین و تنظیم    ،Agouti  (NPY/AgRP  )[37]،  [38]پپتید مرتبط با  

اوپیوئیدی    [37](  POMC/CARTآمفتامین ) پپتیدهای  با  پپتیدهای    [5]و برهمکنش    POMCو    NPYنیز گزارش شده است. 
بنابراین،   ؛[39]دهند  های تولیدمثلی ارتباط می  های هومئوستاز انرژی هستند که وضعیت تغذیه را با نورونهماهنگ کننده

افزایشی  به نظر می کننده سیستم  در اعمال اثرات سرکوب  احتمالا  GHS-R1aسازی  به دنبال فعال   RFRP-3رسد که تنظیم 
باشد. این پیشنهاد می  GnRH/LHکننده عصبی مهاری مهم سیستم  یک تنظیم  RFRP-3گرلینرژیک بر تولیدمثل نقش داشته باشد.  

)نشانگری برای فعالیت عصبی( را در    c-fosپذیری  دهد تزریق گرلین یا محدودیت غذا واکنشبا مطالعه قبلی که نشان می
DMN  دهد، مطابقت های هدفمند ژن گیرنده گرلین افزایش میهایی با جهشهای وحشی اما نه در موشهیپوتالاموس موش
را    mRNA  RFRP-3، گرلین، به میزان قابل توجهی سطح  GHS-R1aداد که تزریق آگونیست . مطالعه حاضر نشان  [27]دارد  

های صحرایی نر بالغ  دار در هیپوتالاموس موشطور غیر معنیرا به  mRNA  GPR147بطور افزایشی تنظیم کرد و سطح  
  mRNAقابل توجهی بر بیان هیپوتالاموسی    تاثیر،  GHS-R1a  ،DLS  آنتاگونیستافزایش داد. در همین حال، غلظت متوسط  

RFRP-3    وGPR147    نداشت. پیش تجویزDLS    به حیوانات دریافت کننده گرلین، از اثرات تقویت کننده گرلین بر بیانmRNA  
را در تنظیم سیستم   GHS-R1aهای  ای است که نقش گیرندهجلوگیری کرد. این مطالعه، اولین مطالعه  GPR147و    RFRP-3ژن  
و    DMN  [27]های  سازی نوروندر فعال   GHS-R1aای  حال، نقش واسطهدهد. با ایننشان می  RFRP-3/GPR147گنالینگ  سی

. به این ترتیب، با [18]  ،[17]  پس از قرار گرفتن در معرض محدودیت غذایی قبلاً نشان داده شده است  LHسرکوب ترشح  
و اثرات موازی گرلین و   باشدمی  RFRP-3های  توجه به توزیع گیرنده گرلین در نواحی از هیپوتالاموس که حاوی نورون

RFRP-3    کنند که سیستم های فیزیولوژیکی، مانند دریافت غذا و محور تولیدمثل، نتایج حاضر پیشنهاد میفرآیندبر بسیاری از
احتما  بالادست سیستم    لاگرلینرژیک  بر محور عمل می  RFRP-3/GPR147در  این سیستم  افزایشی  تنظیم  از طریق  و  کند 

-RFRPهای  در تنظیم بیان ژن   GHS-R1aهای  گیرندهکند که احتمالا  العه پیشنهاد می، این مطچنینهم گذارد.  می  تاثیرمثل  تولید

 های صحرایی نر نقش دارند. هیپوتالاموس، حداقل در موش  GPR147و  3

 گیری نتیجه -6

  RFRP-3نقش تحریکی در بیان ژن    GHS-R1aبر اساس نتایج مطالعه حاضر، در یک تیمار حاد با گرلین، احتمال دارد  
داشته باشد. عدم امکان تهیه حیوانات تراریخته   GPR147ژن    mRNAقابل توجهی بر سطح    تاثیرهیپوتالاموس بدون هیچ گونه  

شود در محدودیت این پژوهش بود. بر این اساس پیشنهاد می  ،یافته باشدحذف یا تشدید بیان    GHSR-1aگیرنده    هاآن که در  
در سیستم تولیدمثل، علاوه بر استفاده از حیوانات تراریخته،   GHS-R1aمطالعات بعدی، به منظور شناسایی دقیق تر نقش  

به  RFRP-3/GPR147بیان   حتی  و  پروتئین  سطح  در  در  خاص،  ق  DMNطور  بررسی  مورد  گیرد. هیپوتالاموس  رار 
آگونیستاینبرعلاوه سایر  اثرات  بررسی  آنتاگونیست،  و  گیرنده  ها  نوروپپتیدهای   GHS-R1aهای  آزادسازی  و  سنتز  بر 

 شود. های آن نیز پیشنهاد میو گیرنده RFRP-3، از جمله GnRH/LHبالادست  

 سپاسگزاری 

نمایند. این پژوهش بر اساس  این پژوهش قدردانی مینویسندگان از معاونت پژوهشی دانشگاه ارومیه برای حمایت مالی از 
 مصوب معاونت پژوهشی دانشگاه ارومیه تهیه شده است. D10/2685نتایج طرح پژوهشی شماره 
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