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  چكيده

 يك عنوان به) Kisspeptin( پپتين يسك يها نورون. باشد يم خزر يايدر يو بوم ياقتصاد يها گونهاز  يكي خزر درياي يدسف يماه
. نمايند يمعمل ) GnRH( هاينگنادوتروپ رهاكنندههورمون  يها نورونبه  يطيمح هاي يگنالسدر بازپخش  يپردازش كننده مركز

در بافت مغز با استفاده از  Kiss1ژن  يانب يزان، مدرياي خزر يدسف يماه مثليددر تول Kiss1 يژهو به پپتين يسك نقش بررسي براي
 و گرم 650±50وزني ميانگين با 98 ارديبهشت تا 97 آبان از ماهي قطعه 36 منظور بدين .شد يابيارز Real time PCRروش 
از cDNA  سنتز و كل RNA بعد از استخراج. جدا گرديدشده و بافت مغز  يدص ياز سواحل انزل متر يسانت 35,5 ±0,2 طولي

 آناليز از استفاده با هاداده. شد انجام actin -ژن مرجع يلهبه وس Real time PCR يكبا استفاده از تكن Kiss1ژن  يانببافت مغز، 
 ياندادند كه سطح ب نشان يجنتا. يدگرد يابيارز يدرصد 95 ينانو سطح اطم Tukey آزمون پسو ) ANOVA( طرفه يك واريانس

 يانب ميزان بيشترين. )p< 0.05( ندداد نشانمختلف  يها ماه در ار داري يمعننر و ماده تفاوت  يدسف يدر بافت مغز ماه Kiss1ژن 
 بافت ينهمچن. شد گزارش خزردرياي  يدسف يماه يزير تخمدر زمان  يبهشتاردماه  درماده  و نردر هر دو جنس  Kiss1ژن 

 انيب توان يم رسديم نظر به درمجموع .بود يبهشتاردتا اسفند  يها ماهدر  يجنس يدگيرس يشترينداد كه ب نشان گنادها شناسي
  .دارد را انيب زانيم نيشتريب رسديم خود يجنس يدگيرس بهدرياي خزر  ديسف يكه ماه ييهاماهدر  Kiss1كرد كه 

  .دوره نمونه برداري ،خزر، ماهي سفيد درياي سيجن يدگيرس ،1يسژن ك :واژه هاي كليدي

  bheidari@guilan.ac.ir: الكترونيكي پست، 91123018520 :مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
سركوبگر  عنوان به 1996سال  در پپتين يسك ي كننده كد ژن

 پپتيدي دش شناسايي انساني بدخيم ايمملانودر  يمتاستاز

 و ) metastin( متاستين ابتدا ،شد يم كد ژن اين يلهوس به كه
 در. )12( گرفت نام) kisspeptin( (Kiss1) پپتين يسك بعدها
 تشابه اين. است پستانداران مشابه كيس ژن ساختار ماهيان

ژن  اين. )13،22( شود يم ديده نيز داران مهره ساير در
 يكشامل  كه يدآمينهاس 145با  يديساز پپت يشكدكننده پ

 يمركز اي يدآمينهاس 54 پپتيد يك و اي يدآمينهاس 19 پپتيد
 54 يدپپت يدمنجر تول ينپتپيسك-پرو پروتئوليز. است

 1 يسمحصول ژن ك ينتر مهمكه  شود يم اي يدآمينهاس
 به بعدي تقسيمات با نيز اييدآمينهاس 54 پپتيد اين واست 

  .)24( دشو يم يمتقس يايدآمينهاس 10 و 13، 14 پپتيدهاي

 عنوان به) GnRH( گنادوتروپين آزادكننده هورمون ترشح
، به شمار يدمثلتولشروع و كنترل  يبرا يديمحور كل يك
 يشبكه نورون يردر مس ،GnRHنقش مهم  باوجود. رود يم

GnRH 27(دارد وجود رساني پيام هاي يتمحدود(.  
هستند كه در بالادست  هايي رسان يامپاز  ها پپتين يسك

به  نسبت و قرار دارند  GnRH كننده ترشح يها نورون
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طبق . هستند حساس جنسي يهااستروئيد بازخوردهاي
بر  يگناد يدهاياستروئ يمنف بازخورد واكنش ،مطالعات
 يلهدر هر دو جنس نر و ماده به وس GnRHترشح 
 مغز كماني يها هسته در موجود 1پپتين  يسك يها نورون
  .)14( گردد يم كنترل

 نيپپت سيبار نقش ك نياول يبرا 2003در سال  نكهياز ا بعد
شد،  نيمع يو بلوغ جنس دمثليآن در تول يها رندهيو گ

 نيپپت سيازكارافتادن ك( نيپپت سيك يها رندهيجهش در ژن گ
 نيرا نشان داد كه ا يپوگنادوتروپيه سميپوگناديعلائم ه) ها

ها صورت  نيعلائم معمولاً در اثر كاهش ترشح گنادوتروپ
رشد  افتد يجهش اتفاق م نيكه ا يدر مردان. رديگ يم

تر هستند، موها  كوچك ها ضهيب شود، يها كمتر م استخوان
و  ينيگنادوتروپ يها و غلظت هورمون شوند يپشت م كم

كم  يريصورت چشمگ در پلاسما به يجنس يدهاياستروئ
علائم  فتديها اتفاق ب جهش در ژن نياگر ا. شود يم
 نييها، سطوح پا پستان يتكامل نسب سم،يپوگناديه

را نشان  يجنس يدياستروئ يها ها و هورمون نيگنادوتروپ
 زين ها يداران مانند ماه مهره ريجهش در سا نيا. خواهد داد

نقش  ي دهنده كه نشان شود يم يباعث نقصان در بلوغ جنس
 داران است آن در بلوغ مهره ي رندهيو گ نيپپت سيمهم ك

)31(.  

شروع  ياساس كننده يمتنظ عنوان به ها پپتين يسك ينبنابرا
 واسطه بهها نپيترشح گنادوترو يمتنظ جنسي بلوغ

، 12( شود يمشناخته  باروريو كنترل  يجنس يها هورمون
 يقطر از پپتين يسك يها نورون ترشحات .)30، 23
 فاكتورهاي گنادي، استروئيدهاي ازجمله هايي يگنالس

  .)6( شوند يم يمتنظ ينور يها دوره و متابوليكي

و  ها پپتين يسككد كننده  يها ژن يانب ،ها يماه بدن در
 يراز مغز نظ يدر مناطق مختلف ها آن هاي يرندهگ
 يها لوب ،يانيمغزمتلن سفالن، تالاموس،  يپوتالاموس،ه
منطقه مدولا و  ينايي،ب يها نورونها و و تكتوم ياييبو
 يها ژن ،حال يندرع. گزارش شده است يپوفيزه

 يرنظ يگرد يها بافتاز  يعيوس يفدر ط gpr54/پپتين يسك
پانكراس،  يه،روده، طحال، كبد، كل يچه،گنادها، قلب، ماه

 يانب يريمتغبه مقدار  يزن يپوست ماه يچشم و حت ،آبشش
 يبرا يميستوشيمونوهيبر اساس مطالعات ا  .)18( شود يم

 يخلف هسته در نيپپت سيك يحاو يها نورون بار نينخست
و ) NPPv ()Posterioris periventricularis( كولاريونتريپر

) NVT ()Nucleus ventralis tuberis( سيتوبر يهسته شكم
 NVTها در  شد كه تعداد نورون ييمداكا شناسا يدر ماه

كه در  يانياز ماه شيبودند ب يزير كه در فصل تخم يانيماه
نر  انيبودند، مشاهده شد و در ماه يزير تخم ريفصل غ

استنباط   نيمطالعه چن نيا جياز نتا. ماده بود انياز ماه شيب
 ميتنظ يبرا  ياصل يمحور نيپپت سيك ستميشد كه س

حال محل  نيا با .)8( است انيماه يها در گونه دمثليتول
 انيماه اغلبدر مغز  KISSR/نيپپت سيك ستميس عناصر قيدق
 اريبس حاضر حال در پستانداران مغز در آن محل معادل و

 مغز ينوروآناتوم ،يكل اصل كي عنوان به. است ناشناخته
 است، متفاوت يتوجه قابل طور به ياستخوان انيماه ييجلو
 جانوران از رده نيا يها گونه در ياديز اريبس تنوع كه چرا

 عيوقا كه يدرحال. كند يم زيمتما را ها آن كه دارد وجود
 انيماه همه يمغز يها مكرهين در ياصل كيمورفوژنت
. )32( دارد داران مهره ريسا با يمشترك سميمكان ،ياستخوان

به  )Kiss1r(گيرنده كيس پپتين  انيب  ،يدر مغز ماه
در  يو در ماه شود يمترجمه  GnRH يعصب يها سلول
 ،جنسي بلوغ از بعد اي قبل با سهيدر مقاجنسي بلوغ  يابتدا
 رندهيگ و نيپپت سيك انيب است اديز GnRHمقدار  كه يزمان
 شواهد ها افتهي نيا .)17، 16( كند يم دايپ شيافزا زين آن
 يبرا يمياهداف مستق GnRH يها سلول كه را هياول
 ها نيپپت سيكو  دهد يمرا نشان  هستند يماه در نيپپت سيك

 با تعامل قيبلوغ از طردر  GnRH احتمالاً باعث آزاد شدن

Kiss1r  دهد يمكه در پستانداران رخ  طور همان ،شوند يم .  

در  پپتين يسككه ارتولوگ  دهد ينشان م ياديز مطالعات
 يدمثلتولمحور  يقو كننده فعال يكمانند پستانداران  يماه

 يرا در ماه Kiss2 ژن ،GnRH1 mRNA يها نورون. است
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 in مطالعه ينچند ين،علاوه بر ا. )21( كند يم يانب يدليكس

vivo   يدپپت يقكه تزر استنشان داده  راه راهبس  سيدر 
Kiss2  علاوه. )26( كند يم يترا تقو ها ينگنادوتروپترشح 

 يداز تول يريجلوگ يبرا پپتين يسك يهااگونيستتنآ ،اين بر
) Danio rerio ( يدر گورخرماه. شده است يافتاسپرم 

 غدد يعيباعث بلوغ طب Kissrو حذف  Kissجهش در 
است كه  ينا دهنده نشان ينو ا )4، 10( شود يم يجنس

 يگونه ضرور ينا يدمثلتول يبرا پپتين يسك رساني يامپ
 يعصب يها سلولاند كه  ان دادهمطالعه نش ينچند. يستن

GnRH را در مداكا  پپتين يسك هاي يرندهگ)  Oryzias 

latipes  (يا ) Dicentrarchus labrax (كنند ينم بيان )10(. 
سبب  1 پپتين يسك يققنات تزر ياواسط بلوغ ماه در
در مغز شد، اما در  GnRH3و  gpr54-2b يرندهگ يانب يشافزا

 يستميكس يقتزر. )5( رخ نداد ييريتغ GnRH2مورد 
 يزن يماده زبرا در حالت بلوغ جنس يبه ماه 1 پپتين يسك
. )10( نكرد يجادا GnRH3و  GnRH2 ياندر ب ييريتغ

ماده بالغ از  يدر ماه 1 يسك يستميكس يقتزر كه يدرحال
 يانتوجه ب قابل يشراه سبب افزا گروپر راه ينظر جنس

GnRH1 يپوفيزيوتروپيكشد كه فرم ه يپوتالاموسدر ه 
. )29( استجنسي گونه در حالت بلوغ  ينا ينگنادوتروپ

و  1 يسدو ك يانب يالگو يماكرل، بررس يدر ماه ينهمچن
نشان داد كه در  ي،بلوغ جنس يها در ط آن هاي يرندهو گ 2

درست قبل از  GnRH1 يانو سطح ب 2 پپتين يسنر ك يانماه
 يزماده ن ياندر ماه. يافت يش، افزاها يضهدر ب يوزشروع م

 2 يسك يس،سطوح ك يشزمان با افزا هم 2و  1 يسك يانب
 ها، تخمك رد سازيزرده شروع از قبل درست ،GnRH1و 

  .)19(يافت  افزايش

 يانكپور ماه خانواده به متعلق Rutilus kutum سفيد ماهي

 خزر درياي استخواني ماهي ينتر مهم سفيد ماهي .است
 گوشت عالي يفيتك بالا، غذايي ارزش به توجه با و بوده
 جز ماهي اين .است گرفته قرار ما كشور مردم توجه مورد

 عمده. )9(است  ماهيان كپور خانواده از و كوچ رود ماهيان
 جنوبي مناطق به مربوط خزر درياي در سفيد ماهي پراكنش

 منطقه در اترك رودخانه از و بوده دريا اين غربي جنوب و
 يك عنوان به سفيد ماهي تركمنستان جنوب سواحل تا قفقاز
 از كي؛ لذا يشود يم صيد ارزشمند اقتصادي ماهي
. است خزر درياي جنوبي حوضه در يتبااهم هاي يماه
 يزير تخم براي كه است مهاجر نيمه ماهي يك ماهي اين
 دريا در ماهي اين كه زماني كند يم مهاجرت رودخانه به

 در است متري 30 عمق تا آن زيستگاه دارد حضور
 حضور تنان نرم مخصوصاً زي كف موجودات كه اي يهناح

 يها قسمت زمستان و پاييز فصل در. باشد يم دارند
 اين تغذيه لاروي مراحل در .دهند يم ترجيح را تر يقعم

 از بدن رشد با همراه آن از بعد ها يتوپلانكتونف از ماهي
- نرم ،شيرونوميده لارو ،يآبز حشرات لارو ،هازئوپلانكتون

 غذاي بلوغ زمان در. است پرتار كرم و پوستانسخت ،تنان
 به آن مهاجرت زمان در و است تناننرم از ماهي اين اصلي

 و نر مولد ماهيان. شودمي متوقف ماهي تغذيه رودخانه
 و كامل جنسي رسيدگي يمرحله به رسيدن از پس ماده
 ايجاد ها آن ظاهري شكل در تغييراتي رودخانه به ورود
 شروع ماه مهر 10 از معمولا ماهي اين ساليانه. )2( گرددمي
 طور به سالانه و يابدمي ادامه ارديبهشت 10 تا و شده

 خزر درياي سواحل در گونه ناي از تن هزار 6 تا 5 متوسط
  .)2( شودمي صيد نآ هايرودخانه و

در  ياتينقش ح پپتين يسك پپتيد نورو اينكه به توجه با
 يدمثلتولبلوغ و عملكرد  غازآ يبرا يپوتالاموسه
 يول كنند يم يفاا يطيو مح يهورمون هاي يامپ ي يلهوس به
 ديسف يماه گناد و مغز در نيپپت سيك يزمان و يمكان انيب

 به بردن پي. است نامشخص يدگيرس مختلف مراحل در
 سيستم از بهتري درك سفيد ماهي در Kiss1 تغييرات ميزان
 در ،ديگر طرف از. داد خواهد ما به سفيد ماهي يدمثليتول

 اطلاعات اين خزر درياي سفيد ماهي مصنوعي تكثير
 يندر ا ينبنابرا؛ بگيرد قرار استفاده مورد تواند مي اي پايه
در مراحل  1 پپتين يسك ييراتتغ يزانم يسهبه مقا يقتحق

در دو  خزر يايدر يدسف يماه يجنس يدگيمختلف رس
  .پرداخته شد يدمثليتولفصل  يو ماده در ط جنس نر
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  هامواد و روش
هر  بهشتيحاضر از ماه آبان تا ارد يقتحق در: ها نمونه يهته

با خزر درياي  انزليسواحل  از سفيد هيما قطعه 6ماه 
 قطعه 3 يددر هر بار ص. شد صيد روش تور پره ساحلي

گرم  650±50وزني ميانگين با نر ماهي قطعه 3ماده و  ماهي
 يبرا .شد صيدسانتي متر  35,5±0,2طولي ميانگين و

به مياني و مغز  گناد يها بافت يو جداساز يحتشر
 ها نمونه. ندشدمنتقل  يلانگ يهعلوم پا انشكدهد يشگاهآزما

 دارينگه گراد سانتي درجه -20 يزرپس از استخراج در فر
  .شدند

 هر يضهب وتوسعه تخمدان  مراحل: گناد مورفوهيستولوژي
 ليتر ميلي75شامل محلول اين( بوئن در گناد يتنمونه پس از تثب

 اسيد سي سي 5 و غليظ فرمالين سي سي 25شده،  پيكريك اشباع اسيد

 يشناس بافتو انجام مراحل معمول ) باشد مي استيك گلاسيال
 يساز شفاف و يريگ آب ،)fixation( نمونه يتتثب يعني

)Dehydration and Clearing(، يريگ قالبو  ينيپاراف حمام 
)Infiltration with paraffin and Embedding(، بافت برش 
)Paraffin Sectioning(، يزيآم رنگ )Staining( 

  .يدمشخص گرد ينائوز-يلينهماتوكس

 50- 100 از كل RNA استخراج:  RNA مراحل استخراج
 نيدر ا. شده انجام گرفت هموژن يانيممغز  بافت گرم يليم

 RNX PLUSبا استفاده از  RNAاستخراج كل  قيتحق
طبق دستورالعمل شركت سازنده انجام  و) رانيا ناكلون،يس(

از  ،استخراج شده يها RNA تيفيك نييتع يبرا. گرفت
 نيهمچن. گارز استفاده شدآ% 1ژل  باها  الكتروفورز نمونه

استخراج شده از دستگاه  يها RNA تيكم نييتع يبرا
NanoDrop Spectrophotometer صورت  نيبد. استفاده شد

 گاهياز هر نمونه در جا تريلكرويم 2كه با قرار دادن مقدار 
 280 به 260جذب نور در طول موج  زانيم نسبت ،دستگاه

نانوگرم بر  RNAغلظت  زانينانو متر خوانده شد و م
قبل از آغاز  .ديموجود در هر نمونه مشخص گرد تريلكرويم

 نيشود بد DNAاز وجود  يعار دينمونه با cDNAسنتز 

از  .استفاده شد DNAase I Thermo Scientificمنظور از 
 بياست و به سرعت تخر داريناپا RNAكه  ييآنجا

 ليتبد cDNA داريبه مولكول پا RNA ديلذا با گردد يم
 Firstسنتز  تيك از استفاده با cDNA رشته ساخت. شود

Strand cDNA  )شد انجام مرحله دو در) رانيا ،ناكلونيس .
استخراج شده به  RNAاز  كروگرميم 2اول،  يدر مرحله 

با  dNTP  تريكروليم كي و Oligo(dT) مريپرا تريكروليم كي
 تريكروليم 10 ييتا حجم نها  و شد افزوده  mM 10غلظت 

 5 مدت بهمخلوط حاصل . به آن افزوده شد DEPC آب
 قهيدق 2قرار گرفت و سپس به مدت  70 يدما در قهيدق
جداگانه مخلوط  اليدر و.سرد شد گراديسانت يدرجه  4تا 
 نسخه ميآنز تريكروليم M-MuLV ،1بافر تريكروليم 4 يحاو

 يمهار كننده  تريكروليم M-MuLV ،5/0 بردارمعكوس
RNase  آب  تريكروليم 5/4وDEPC مرحله در. مخلوط شد 

افزوده  اول ي مرحله محصولبه  دوم اليو اتيمحتو دوم
 يدما در قهيدق 50 مدت به آمده دست بهمخلوط . شد

به  ،ميآنز شدن رفعاليغ يبرا سپس و گرفت قرار 50
 ت،ينها در. قرار گرفت 70 يدر دما  قهيدق 15مدت 
cDNA و به  شد منتقل درجه - 80 زريفر به آمده دست به
 .گرفت قرار استفاده مورد بعد مراحل يبرا الگو رشته عنوان

 RNAغلظت  يانگينم: با دستگاه نانودرآپ RNA بررسي
 ng/µl500 ينشده ب يشآزما يها مورداستفاده در نمونه يها
به دست  يها بوده است و نسبت جذب ng/µl 2000تا 

  .قرار داشتند 2- 8/1آمده در محدوده 

 1با استفاده از ژل الكتروفورز  RNA كيفيت بررسي
استخراج شده و  RNA يفيتك يبررس بمنظور: درصد

 انتخاب افقي لكتروفورزآن، روش ا يباز عدم تخر يناناطم
از ژل توسط  يالكتروفورز، عكس بردار انجامپس از . شد

 ژل از يا نمونه ،1شكل . صورت گرفت Gel Docدستگاه 
بهمراه  5.8sو  28s، 18s ي،ها RNA آن در كه است% 1

DNA Ladder يارائه شده حاك يرتصو. قابل مشاهده است 
استخراج شده است كه فاقد  RNAمناسب  يفيتاز ك
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 cDNAسنتز  يبرا بوده و مناسب DNAو  ينپروتئ يآلودگ
  .باشد يم

  
%. 1ژل آگارز  با Total RNAاستخراج  يفيتك يبررس -1شكل 
  .در ژل مشخص شده است 28s, 18s, 5.8sسه باند  يتموقع

  

بهينه سازي جهت ) PCR(مراز  يلپ اي يرهزنجواكنش 
، با RNAمرحله استخراج  يفيتك:  Kiss1ژن شرايط تكثير 

توسط  RNAجذب  يزانم ياستفاده از الكتروفورز و بررس
 . گرديدمشخص  )EzDrop 1000, Taiwan(دستگاه نانودراپ 

 ژنِ دو هر يبرا پرايمر اتصال دماي سازي بهينه بمنظور
Kiss1  وB-actin مرسوم روش از PCR  در دمايي گراديانبا 
 يندفرآ يميآنز مخلوط. استفاده شد رپرايم اتصال ي مرحله

PCR ياز كمپان Ampliqon ) (Taq DNA Polymerase 2x 

Master Mix RED  (يبر مبنا يالهر و محتوايشد و  يهته 
 5 از پس PCR سيكل . شد يهسازنده ته شركتدستور كار 

 ثانيه 30 صورت به 95  دماي در انكوباسيون پيش دقيقه
 30و  62  تا 55 ييدما ي محدوده ثانيه 30 ،95  دماي

 يقهدق 5  با تكثير يندفرآ. شدبار تكرار  35 ،72 يدما يهثان
. يافت يانپا يهمانندساز يندفرآ يلمنظور تكمب 72 دماي
و از  شد يبررس زآگار% 2در ژل  يينها محصول انتها در

    .استفاده شد Real-time PCR ياتصال برا يدما ينبهتر

 يها ژن يرتكث يمورد استفاده برا يمرهايمشخصات پرا
Kiss1  وB-actin  پرايمرهاي .آورده شده است 1جدولدر 

reverse و forward  يتسا يقو از طر ينبه صورت آنلا 
NCBI ساخته  يستشده و در شركت تكاپو ز يطراح
   .اند شده

 

  .β-actinو كنترل داخلي  Kiss1 سنتزي پرايمر مشخصات -1جدول 

  پرايمر رو به جلو  رو به عقب
CAAGATTTAGCCCGACCCAG TGAGTGCAAATCCTCACCGAA  Kiss1  

CCGCAAGATTCCATACCCAGGGACTTCGAGCAGGAGATGGGβ-actin 

  

و  يپس از سنجش كم:  PCR محصولات يفيتك بررسي
 يها استخراج شده، با توجه به غلظت RNA يفيك
و  cDNAسنتز ، آمده و با استناد به پروتكل ذكرشده دست به

RT-PCR اتصال  يدما ينبهتر يافتنمنظور ب . انجام شد
. انجام گرفت Gradient PCRبه ژن موردنظر  يمرپرا

تا  54 ييبازه دما در  β-actinو Kiss1ژن  يرمحصولات تكث
 دستگاه در% 2با استفاده از ژل سانتي گراد درجه  62
باند  ترين يمضخ گرفت و قرار ارزيابي مورد روفورزالكت

قرار  ييبازه دما ينا در% 2گارز آمشاهده شده در ژل 
به  يا قطعه ،PCR يطصورت مناسب بودن شرا در .داشت

به  ايقطعه و) 2(شكل  Kiss1جفت باز از ژن  94طول 
  .شد يرتكث) 3(شكل  β-actinجفت باز از ژن  133طول 

 Real-Time PCR با واكنش Kiss1 ژن يانب يزانم سنجش
با استفاده از رنگ سايبرگرين  Real-time PCRفرآيند : 

و رنگ از   Taq DNAplymeraseمخلوط آنزيم . انجام شد
   Sina Green HS-qPCR Mix, 2X(شركت سيناكلون 

(no ROX)  ( تهيه شد و محتواي هر ويال بر اساس دستور
در اين  cDNAغلظت . شركت سازنده تهيه شد

و حجم  µl 1، حجم پرايمر مورد استفاده ng/µl  500واكنش
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 . ژن از روش نسبي اندازه گيري شدميزان بيان . در نظر گرفته شد µl 25 نهايي مخلوط واكنش

  

 
شده در  يرطول قطعه تكثدر كه  يجفت باز Ladder 100استفاده از  با%. 2آگارز  ژلدر Kiss1از ژن  يجفت باز 94به طول  يا قطعه يرتكث -2شكل 

  .شكل مشخص است

  

  
 در شده تكثير قطعه طول كه بازي جفت Ladder 100استفاده از  با%. 2آگارز  ژلدر B-actin ن ژ از بازي جفت 133 طول به يا قطعه تكثير -3شكل 

  است شده مشخص شكل
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 يژن كنترل داخل عنوان به B-actinپژوهش از  يندر ا
   Real Time PCRدستگاه  سيكل دمايي .استفاده شده است

(Roche Light Cycler96)  كاملا مشابهPCR  شرح داده شده
دماي اتصال با اين تفاوت كه تنظيم شد له ي قبل حمردر 

  .تعيين شد 45سيكل ها  و تعداد  60 پرايمر

از ، Kiss1ژن  ينسب يانب يزانم  يبررس جهت: آناليز آماري
 يداده ها ينرمال ساز يبرا β-actin يژن كنترل داخل

توسط اندازه  Real-time PCR تكنيك .استفاده شد يخروج
مورد  يبرگريننور فلورسنت گزارشگر سا يزانم يريگ

 يزانصورت كه هر چه م بدينقرار گرفت  يلوتحل يهتجز
 نمايي فاز وارد تري پايين هاي سيكل در بود يشترژن ب يانب

 ميزان ي محاسبه براي. كرد ساطع را بيشتري و نور شده
ابتدا  Real Time PCRبه دست آمده از  هاي داده ابتدا، بيان

شدند و پس از  Microsofr Excel 2016وارد نرم افزار 
 يزن   Fold Change ،طبق فرمول زير ΔΔCtو   ΔCtمحاسبه 

 SPSSدر نرم افزار  Fold Change يرسپس مقاد .محاسبه شد
ي اختلاف در صورت مشاهده و ندشد وارد 19ورژن 
دار  جهت مشخص نمودن معني Tukeyآزمون  پس دار، معني

ها درصد در هريك از گروه 95بودن با سطح اطمينان 
 Graphpadافزار از نرم ها رسم نمودار يبرا. استفاده گرديد

Prism   گرديداستفاده  8,2ورژن .  

2 ∆∆CT 2
∆CT نمونه ∆    كنترل

 يجنتا

شناسي تخمدان نشان نتايج بافت: تخمدان يشناس بافت
هاي آبان و هاي نمونهها در تخمداندهد كه اووسيتمي

ي رشد هستند و در مراحل اوليه) bو  a 4شكل (آذر 
-هاي اسفند و بهمن در مراحل پيشرفتهنمونههاي اووسيت

 d 4شكل (هاي آبان و آذر قرار دارند تري نسبت به نمونه
  .)2جدول ( )eو 

 
 يدسف يها در بافت تخمدان ماهيتاووس يدگيرس يتوضع:  a . هاي مختلفماهي سفيد درياي خزر در ماهها يتاسپرماتوسميزان رسيدگي  -4 شكل
 ماه در ها يتاووس رسيدگي وضعيت: b. يكرومترم 500 :ياسخط مق. قرار دارند PVO ياز زرده ساز يشدر مراحل پ غالباً ها يتاووس. بانآدر ماه  خزر
 زرده ي مرحله در غالباً ها يتاووس. دي ماه در ها يتاووس رسيدگي وضعيت: c .ميكرومتر 150: ياسخط مق  ).CA يكالآلوئل كورت هاييتاووس( آذر

 سازي زرده انتهايي مراحل در غالباً ها يتاووس. بهمن ماه در ها يتاووس رسيدگي وضعيت: d يكرومترم 500 :ياسخط مق .دارند قرار )VO( سازي

)LVO( يكرومترم 500 :ياسخط مق .دارند قرار .e :رسيدگي ي مرحله در غالباً ها يتاووس. اسفند ماه در ها يتاووس رسيدگي وضعيت )MO (دارند قرار .
  .يكرومترم 500 :ياسخط مق

b 

CA
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دهد نشان مي بيضهشناسي نتايج بافت: بيضه يشناس بافت
و  a 5شكل (هاي آبان و آذر هاي نمونهبيضهدر  هااسپرمكه 

b (در  هاي اسفندنمونه ي رشد هستند ودر مراحل اوليه

هاي آبان و آذر قرار نسبت به نمونه تري يشرفتهپمراحل 
  ).2جدول ( )eو  d 5شكل (دارند 

  

  
  

 يدسف يماه يضهب ها در بافتيتاسپرماتوس يدگيرس يتوضع :a .هاي مختلفماهي سفيد درياي خزر در ماهها يتاسپرماتوسميزان رسيدگي  -5شكل 
 :ياسخط مق). نوك فلش( يهاول يتو اسپرماتوس) يرهدا(بلوغ اوليه و حاوي اسپرماتوگونياي فراوان  ي مرحلهماهي در  ي يضهب. در ماه آبان درياي خزر

بلوغ ثانويه رسيدگي جنسي و سرشار از اسپرماتوسيت  ي مرحلهماهي در  ي يضهب .يد آذر و در ماه ها يتاسپرماتوس يدگيرس يتوضع :b .يكرومترم 15
. تا اسفند دي در ماه ها يتاسپرماتوس يدگيرس يتوضع :c . يكرومترم 15 :ياسخط مق ).بالا سمت چپفلش ( يهو ثانو) پايين سمت راستفلش (اوليه 

 اسپرماتيد و اسپرماتوزوآهاي آزاد، )بالا سمت راستفلش (، اسپرماتوسيت ثانويه )دايره(اسپرماتوسيت اوليه  بالغ رسيدگي جنسي كه حاوي ي مرحله
 كاملاً ي مرحلهدر . يبهشتاسفند تا ارد در ماه ها يتاسپرماتوس يدگيرس يتوضع: d . يكرومترم 15 :ياسخط مق. است )فلش پايين سمت چپ(

  .يكرومترم 15 :ياسخط مق .)فلش( حاوي اسپرماتوزوآ )دايره( هايبيضه لوبول ي يدهرس
  

 .هاي مختلفمراحل رسيدگي تخمدان و بيضه ماهي سفيد درياي خزر در ماه -2جدول 

  بهشتيارد تا اسفند  بهمن  يد  آذر  آبان   نمونه برداري ماه

 رشد حلامر
  يتخمدان

  دهيرس  يساز زرده ييانتها مراحل  يساز زرده  كاليكورت آلوئل  يساز زرده از شيپ

  اسپرماتوگونيا اي اوليه بلوغ  ضهيب رشد حلامر
ايثانويهبلوغ

 اسپرماتوسيت
  اوليه

ايثانويهبلوغ
 اسپرماتوسيت

  اوليه

 جنسي، رسيدگي
 و اسپرماتيد

  آزاد اسپرماتوزوآهاي

 ، دهيرس كاملاً
  اسپرماتوزوآ
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 ماهيمغز در جنس نر  يها بافت در Kiss1 ژن نسبي يانب
 يسهمقا شود يم مشاهده 6 شكلكه در  طور همان: سفيد

جنس  يدسف يبافت مغز ماه در Kiss1ژن  ينسب يانب يزانم
 ميزان .انجام گرفته است يبهشتآبان تا ارد يها ماهدر  نر

 دربوده و  يصعود صورت به جنس ينا در Kiss1ژن  بيان
 ينا .است يافته يش افزا نمونه برداري دوره طول تمام
بوده و  يزناچ يشدوره آزما يابتدا يها در ماه يانب يشافزا

 يطور به شود يتر م به مرور زمان تفاوت آشكارتر و فاحش

از لحاظ  يتفاوت معنادار اصلاًماه آبان و ماه آذر  ينكه ب
ماه آذر و  ينب يول )P=3632/0( شود يمشاهده نم يآمار
و  )P=0388/0( شود يمشاهده م توجهقابل تفاوت  يماه د

 ينژن مورد نظر ب يانب يزانتفاوت م ،پس از آنحتي 
 در اختلاف بيشترين .شود يم يادز ياربس يبعد يها ماه

 استاسفند  وبهمن  هاي ماه بين نظر مورد ژن بيان ميزان
)0001/0<P( قابل مشاهده است يزنمودار ن يكه بر رو.  

 

و از آنوواي يك  بود قطعه 3ها در هر گروه تعداد نمونه. مختلف يها ماه طي سفيد ماهي نر جنس مغز بافتدر  Kiss1ژن نسبي  ياننمودار ب -6 شكل
  .ها استفاده شده استبراي تحليل داده% 95با ضريب اطمينان و پس آزمون توكي طرفه 

  

مغز در جنس ماده  يها بافت در Kiss1 ژن نسبي بيان
 بافت در Kiss1ژن  ينسب يانب يزانم يسهمقا: يدسف يماه
در  ارديبهشت تا آبان يها ماه در ماده جنس سفيد ماهي مغز

ژن  يانب يانگينبا توجه به م. آورده شده است 7شكل 
Kiss1 با  يانب يشجنس ماده، افزا يدسف يدر بافت مغز ماه

در  كه يطور به باشد يمدر ارتباط  يجنس يدگيمراحل رس
با  .قابل مشاهده است يانب يزانم يشترينب يبهشتماه ارد
 يبهشتاسفند و ارد يها ماه ينب نمودار به توجه

)4013/0=P (دي و ذرآ يها ماه همچنين و )1271/0=P( 
 ينمشاهده نشد همچن Kiss1ژن  ياندر ب داري يمعناختلاف 

ژن  نيب زانيدر م يدار يمعناختلاف  ،P<0.0001با توجه به 
Kiss1 مشاهده شد بهشتيآبان تا ارد يها ماه يدر ط.  

: در جنس نر و ماده Kiss1 ژن ينسب يانب ي يسهمقا
 داري يمعن تفاوت شود يم مشاهده 8شكل طور كه در  همان
در دو جنس نر و ماده مشاهده نشده  Kiss1ژن  ياندر ب
ين ضريب همبستگي مثبت معناداري همچن). P>0.05( است
 مختلف يها ماه در ماده و نردر جنس  Kiss1ژن  يانب بين

  ).r =%75 ،P<0.0567(شد مشاهده 

  بحث و نتيجه گيري
 يدگيدر رس Kiss1ژن  يانب يزانحاضر م ي در مطالعه

  .شده است يبررس خزر يدسف يماه يجنس
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ود و از ب قطعه 3ها در هر گروه عداد نمونه .مختلف يها ماه طي درياي خزر يدسف يجنس ماده ماه بافت مغز در Kiss1ژن  ياننمودار ب -7 شكل

  .استفاده شده استها براي تحليل داده% 95با ضريب اطمينان  و پس آزمون توكي آنوواي يك طرفه

  
 يپوتالاموسدر ه Kiss1ژن  ينسب يانب يانگينم يسهمقا -8شكل 

  .مغز در دو جنس نر و ماده
  

و  يدمثلتول يرو پپتين يسك يقاتتحق يشترب ها يدر ماه
شروع بلوغ صورت گرفته است و اطلاعات  يمتنظ يژهو به
 ينبنابرا؛ وجود دارد پپتين يسك يگردر مورد اثرات د يكم

 ياعمال پل ياحتمال دارد كه هر ژن پارالوگ در ماه
در  Kiss2زبرا ژن  يمثلاً در ماه. داشته باشد يكتروپ
وابسته به  Kiss1 كه ياست درحال يلدخ يدمثلتول
ژن  يانب ي بامطالعه .)11، 1(ت اس يكيمتابول هاي يگنالس
نشان دادند  )10(و همكاران  Kitahashi در بلوغ، پپتين يسك

زبرا  يآغاز بلوغ در ماه با Kiss2 و Kiss1ژن  يانب يزانكه م
را  Kiss2ژن  يانب يزانم 2012در سال . كند يم يداپ يشافزا
در  يزير و بعد از تخم يزير در فصل تخم يپوتالاموسدر ه

 Kiss2 يانب يزانكردند و نشان دادند كه م يدو جنس بررس
با  يسهدر مقا يزير فصل تخم يلدر هر دو جنس در اوا

  .)8( بود يشترب يزير فصل بعد از تخم

از آبان ماه تا ارديبهشت ماه كه فصل در مطالعه حاضر نيز، 
ماهي سفيد است  يزير تخمرسيدگي جنسي، توليدمثل و 

 رفته رفتههاي جنسي ميزان رسيدگي جنسي گنادها و سلول
هاي افزايش پيدا كرده است طوري كه در آبان ماه سلول

جنسي نر و ماده در مراحل اوليه رشد قرار دارند و در 
بيشترين همچنين . رسندميرسيدگي كامل ارديبهشت ماه به 
در فصل خزر ماهي سفيد درياي  Kiss1ميزان بيان ژن 

گزارش ) ماه ارديبهشت(ريزي توليدمثلي و بخصوص تخم
در تحريك ترشح  تواند يماين ژن  رسد يمظر به ن. شد

داشته  يمؤثرريزي نقش رتبط با تخمجنسي م يها هورمون
مداكا در هر دو  يپوتالاموسدر ه Kiss1ژن  يانب يزانم .باشد

 يدمثلتول يرنسبت به فصل غ يدمثلفصل تول يجنس ط
 ينا يدمثلتول يردر فصل غ كه يداشته است درحال يشافزا
 بود يشتردر جنس نر نسبت به جنس ماده ب يانب يشافزا
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)Kanda et al., 2008( .يدر جنس نر ماه sea bass يياروپا 
 ي در مرحله Kiss1ژن  يانب يزانم يدمثليتول ي چرخه يط

پس از  ي با دوره يسهو اواخر آن در مقا نييااسپرماتوژنز م
  .)15( بالا بود يتوجه طور قابل به يزياسپرم ر

در جنس  Kiss1ي حاضر ميانگين ميزان بيان ژن در مطالعه
. دار نبودماده بيشتر از جنس نر بود ولي اين اختلاف معني

ي رشد گنادهاي نر و مطالعه نيز در مراحل اوليه ينادر 
ميزان بيان اين ژن به صورت ) آبان ماه و آذر ماه(ماده 
اسفند ماه و (ريزي نسبت به فصل تخم داري يمعن

ژن  انيب زانيم 2010در سال  .پايين بود) ارديبهشت ماه
Kiss1 و Kiss2 يماه يجنس يدگيدر مراحل مختلف رس 

 زانيكه م شد هو نشان داد گرفتمطالعه قرار  ماركرل مورد
مراحل نابالغ و  نيدر جنس نر ب Kiss2 و Kiss1 ژن انيب

و بعد از  دهيبه حداكثر خود رس يزياسپرم ر لياوا ي دوره
در جنس ماده . است داكردهيكاهش پ زانيم نيا يزياسپرم ر

به حداكثر  كيتلوژنيو ي دوره آغازدر  Kiss1ژن  انيب زانيم
 يبا بررس 2010در سال  .)20( است دهيخود رس زانيم

 يافتندگناد در ي در طول چرخه Kiss2ژن  يانب يزانم يفصل
 ي در طول دوره يتوجه طور قابل در مغز به يانب يزانكه م
با  2016در سال . )28( در هر دو جنس بالا بود يزير تخم
نشان داد كه  Ruho يدر ماه Kiss1ژن  انيب زانيم يبررس

 يزير در دوره تخم يتوجه طور قابل به Kiss1ژن  انيب زانيم
 يبا بررس 2017در سال . )25( در هر دو جنس بالا بود

 يدر ماه) پپتينگيرنده كيس( Kissrو  Kiss1 يانب يزانم
Odonthestes bonariensis يانب يزانمكردند كه  يانب Kiss1  و

Kissr نابالغ  يضهبا ب يسهدر مقا يضهتكامل ب يدر ط
را در  يرندهاز گ ييبالا يانماده ب يانو در ماه يافته يشافزا

در ماهي سفيد درياي  .)3( ندتخمدان نشان داد ييبلوغ نها
، در جنس ماده در مراحل زرده سازي و پيش از زرده خزر

مشاهده شده است اما ميزان آن  پپتين يسكسازي، بيان ژن 
معناداري  طور به يزير تخمدر مقايسه با مرحله رسيده و 

همچنين در جنس نر چنين الگويي ديده . كمتر بوده است

) مرحله رسيده( كه در هنگام اسپرم ريزيطوريهشد ب
  .گزارش شد Kiss1بيشترين بيان ژن 

 يها از گونه ياريها در بسپپتين يسك ينكهبا توجه به ا
شناخته شده و  يعصب يها شبكه يقاز طر يانمختلف ماه

 يجنس يدگيو رس يدمثليتول يتشناخته شده در موفق يرغ
 Kiss1درك نقش ژن  يحاضر برا ي نقش دارند در مطالعه

 يانب ييرات، تغخزر يايدر يدسف يماه يجنس يدگيدر رس
 يهر دو جنس نر و ماده ماه يپوتالاموسدر ه Kiss1ژن 
مراحل رشد . شد هنشان داد هاي مختلفماهدر طول  يدسف

ان تا آب يلاوا از خزر يايدر يدسف يو بلوغ ماه يجنس
 يزانم يجنس مختلفمراحل  ياست و در ط يبهشتارد
 يشگناد نر و ماده افزا يجنس يدگيرس و Kiss1ژن  يانب

رشد گنادها  يهدر مراحل اول كه يطور به داد نشان داري يمعن
 دهد يرا نشان نم داري يمعن يشافزا Kiss1 ژن يانب يزانم
 يشافزا Kiss1 ژن يانب يزانبا توسعه و رشد گنادها م يول
با  يبهشتاسفند و ارد يها در ماه كه يطور به كند يم يداپ

 يافته يشافزا Kiss1 ژن يانب يزانم يجنس يدگيحداكثر رس
است كه  يجنس يها هورمون يكه مصادف با سنتز حداكثر

ند بر رو پپتين يسك يممستق يردهنده ارتباط و تأث نشان ينا
  .است يماه يجنس يها هورمون يدسنتز و تول

آمده در خصوص  دست به يجبا توجه به نتادر مجموع، 
با  خزر يايدر يدسف يدر مغز ماه Kiss1ژن  يانب يبررس

افزايش بيان اين و  يكم Real time PCR يكاستفاده از تكن
كه رسد يبه نظر م ريزي داردهايي كه ماهي تخمژن در ماه

Kiss1 يدسف يماه يدمثلتول يستماز عوامل مهم در س يكي 
  .است خزر يايدر

  سپاسگزاري

سركار نويسندگان مقاله نهايت تشكر و قدرداني خود را از 
و جناب آقاي دكتر عبدالمجيد  دكتر مهوش هادوي خانم

  .دارد يممقاله اعلام  در تهيهجهت كمك به  ولي پور
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Changes in Kiss1 gene expression in the brain tissue of the male and female 
Caspian kutum (Rutilus kutum) in different stages of gonadal growth 
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Abstract 

The Caspian kutum is one of the most important economic and native species of the Caspian 
Sea. Kisspeptin neurons act as a central processor in the transmission of peripheral signals to 
gonadotropin receptor (GnRH) neurons. To investigate the role of kisspeptin, especially Kiss1 
in the reproduction of the Caspian kutum, the expression of the Kiss1 gene in brain tissue was 
evaluated using real-time PCR. For this purpose, 36 pieces of fish were caught from Anzali 
shores from November 1997 to May 1998 with an average weight of 650±50 g and a length 
35.5±0.2 cm and brain tissue was separated. After extraction of total RNA and cDNA synthesis 
from brain tissue, expression of the Kiss1 gene was performed using real-time PCR technique 
by reference gene-actin-β. Data were evaluated using one-way analysis of variance (ANOVA) 
and Tukey post-test and 95% confidence level and the significant difference in expression of the 
Kiss1 gene was calculated per month in both sexes. The results showed that the expression level 
of the Kiss1 gene in the brain tissue of male and female fish showed a significant difference in 
different months (p< 0.05). The highest expression of the Kiss1 gene in both sexes was reported 
in May during the Caspian kutum spawning. In addition, morphohistology of gonads showed 
that the highest sexual maturity was from March to May. In conclusion, it seems that it can be 
stated that Kiss1 has the highest level of expression in the months when the Caspian kutum 
reaches its sexual maturity. 

Key words: Kiss1 gene, sexual maturity, Caspian kutum, sampling period. 
  

 

 

 

 


