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 خزر یایدر یدسف یماهجنس نر و ماده  بافت مغز در Kiss1 ژن یانب ییراتتغ

(Rutilus kutum) گناد رشدمراحل مختلف  در 

 1،2*حیدری بهروزو  1یمحدثه داود

 شناسیگروه زیستدانشکده علوم پایه،  دانشگاه گیلان، رشت، ،ایران 1

  گروه علوم دریاییپژوهشکده حوضه آبی دریای خزر،  دانشگاه گیلان، رشت، ،ایران 2

 09/09/1401 تاریخ پذیرش: 11/03/1401 تاریخ دریافت:

 چکیده

 یک عنوانبه( Kisspeptin) پپتینیسک یهانورون. باشدیم خزر یایدر یو بوم یاقتصاد یهاگونهاز  یکی خزر دریای یدسف یماه

. نمایندیم( عمل GnRH) هاینگنادوتروپ رهاکنندههورمون  یهانورونبه  یطیمح هاییگنالسدر بازپخش  یپردازش کننده مرکز

در بافت مغز با استفاده از  Kiss1ژن  یانب یزان، مدریای خزر یدسف یماه مثلیددر تول Kiss1 یژهوبه پپتینیسک نقش بررسی برای

 و گرم 650±50وزنی میانگین با 98 اردیبهشت تا 97 آبان از ماهی قطعه 36 منظور بدین شد. یابیارز Real time PCRروش 

از cDNA  سنتز و کل RNA جدا گردید. بعد از استخراجشده و بافت مغز  یدص یاز سواحل انزل متریسانت 35.5 ±0.2 طولی

 آنالیز از استفاده با اهداده. شد انجام actin -ژن مرجع یلهبه وس Real time PCR یکبا استفاده از تکن Kiss1ژن  یانببافت مغز، 

 یاندادند که سطح ب ننشا یج. نتایدگرد یابیارز یدرصد 95 ینانو سطح اطم Tukey آزمونپس( و ANOVA) طرفهیک واریانس

 یانب میزان بیشترین. (p< 0.05) ندداد نشانمختلف  یهاماه در ار دارییمعننر و ماده تفاوت  یدسف یدر بافت مغز ماه Kiss1ژن 

 بافت ینمچنه. شد گزارش خزردریای  یدسف یماه یزیرتخمدر زمان  یبهشتاردماه  درماده  و نردر هر دو جنس  Kiss1ژن 

 انیب توانیم رسدیم نظر به درمجموع .بود یبهشتاردتا اسفند  یهاماهدر  یجنس یدگیرس یشترینداد که ب نشان گنادها شناسی

 .اردد را انیب زانیم نیشتریب رسدیم خود یجنس یدگیرس بهدریای خزر  دیسف یکه ماه ییهاماهدر  Kiss1کرد که 

 دوره نمونه برداری. ،خزر، ماهی سفید دریای سیجن یدگیرس ،1یسژن ک :واژه های کلیدی

 bheidari@guilan.ac.irالکترونیکی:  پستمسئول،  * نویسنده

 مقدمه

سرکوبگر  عنوانبه 1996سال  در پپتینیسک یکننده کد ژن

 پپتیدی دش شناسایی انسانی بدخیم ایمملانودر  یمتاستاز

 و ( metastin) متاستین ابتدا ،شدیم کد ژن این یلهوسبه که

 در. (12) گرفت نام( kisspeptin) (Kiss1) پپتینیسک بعدها

 تشابه این. است پستانداران مشابه کیس ژن ساختار ماهیان

ژن  این. (13،22) شودیم دیده نیز دارانمهره سایر در

 یکشامل  که یدآمینهاس 145با  یدیساز پپت یشکدکننده پ

 یمرکز اییدآمینهاس 54 پپتید یک و اییدآمینهاس 19 پپتید

 54 یدپپت یدمنجر تول ینپتپیسک-پرو پروتئولیز. است

 1 یسمحصول ژن ک ینترمهمکه  شودیم اییدآمینهاس

 به بعدی تقسیمات با نیز اییدآمینهاس 54 پپتید این واست 

 .(24) دشو یم یمتقس یایدآمینهاس 10 و 13، 14 پپتیدهای

 عنوانبه( GnRH) گنادوتروپین آزادکننده هورمون ترشح

، به شمار یدمثلتولشروع و کنترل  یبرا یدیمحور کل یک

 یشبکه نورون یردر مس ،GnRHنقش مهم  باوجود. رودیم

GnRH (27)دارد وجود رسانی پیام هاییتمحدود.  

هستند که در بالادست  هاییرسانیامپاز  هاپپتینیسک

به  نسبت و قرار دارند  GnRH کنندهترشح یهانورون

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832614.1402.36.1.1.2
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طبق . هستند حساس جنسی یهااستروئید بازخوردهای

بر  یگناد یدهایاستروئ یمنف بازخورد واکنش ،مطالعات

 یلهدر هر دو جنس نر و ماده به وس GnRHترشح 

 مغز کمانی یهاهسته در موجود 1پپتین یسک یهانورون

 .(14) گرددیم کنترل

 نیپپتسیبار نقش ک نیاول یبرا 2003در سال  نکهیاز ا بعد

 شد، نیمع یو بلوغ جنس دمثلیآن در تول یهارندهیو گ

 نیپپتسیک)ازکارافتادن  نیپپتسیک یهارندهیجهش در ژن گ

 نیه اکرا نشان داد  یپوگنادوتروپیه سمیپوگنادیها( علائم ه

 ها صورت نیعلائم معمولاً در اثر کاهش ترشح گنادوتروپ

رشد  افتدیجهش اتفاق م نیکه ا ی. در مردانردیگیم

تر هستند، موها کوچک هاضهیب شود،یها کمتر ماستخوان

و  ینیگنادوتروپ یهاو غلظت هورمون شوندیپشت مکم

کم  یریصورت چشمگدر پلاسما به یجنس یدهایاستروئ

علائم  فتدیها اتفاق بجهش در ژن نی. اگر اشودیم

 نییها، سطوح پاپستان یتکامل نسب سم،یپوگنادیه

ان را نش یجنس یدیاستروئ یهاها و هورمون نیگنادوتروپ

 زین هایداران مانند ماهمهره ریجهش در سا نیخواهد داد. ا

نقش  یدهندهکه نشان شودیم یباعث نقصان در بلوغ جنس

 داران استآن در بلوغ مهره یرندهیو گ نیپپتسیمهم ک

(31). 

ع شرو یاساس کنندهیمتنظ عنوانبه هاپپتینیسک ینبنابرا

 واسطهبهها نپیترشح گنادوترو یمتنظ جنسی بلوغ

، 12) شودیمشناخته  باروریو کنترل  یجنس یهاهورمون

 یقطر از پپتینیسک یهانورون ترشحات .(30، 23

 یفاکتورها گنادی، استروئیدهای ازجمله هایییگنالس

 .(6) شوندیم یمتنظ ینور یهادوره و متابولیکی

و  هاپپتینیسککد کننده  یهاژن یانب ،هایماه بدن در

 یراز مغز نظ یدر مناطق مختلف هاآن هاییرندهگ

 یهالوب ،یانیمغزمتلن سفالن، تالاموس،  یپوتالاموس،ه

منطقه مدولا و  ینایی،ب یهانورونها و و تکتوم یاییبو

 یهاژن ،حالیندرع. گزارش شده است یپوفیزه

 یرنظ یگرد یهابافتاز  یعیوس یفدر ط gpr54/پپتینیسک

پانکراس،  یه،روده، طحال، کبد، کل یچه،گنادها، قلب، ماه

 یانب یریمتغبه مقدار  یزن یپوست ماه یچشم و حت ،آبشش

 یبرا یمیستوشیمونوهیبر اساس مطالعات ا  .(18) شودیم

 یخلف هسته در نیپپتسیک یحاو یهانورون بار نینخست

و ( Posterioris periventricularis)( NPPv) کولاریونتریپر

( Nucleus ventralis tuberis)( NVT) سیتوبر یهسته شکم

 NVTها در شد که تعداد نورون ییمداکا شناسا یدر ماه

که در  یانیاز ماه شیبودند ب یزیرکه در فصل تخم یانیماه

نر  انیبودند، مشاهده شد و در ماه یزیرتخم ریفصل غ

استنباط   نیمطالعه چن نیا جیماده بود. از نتا انیاز ماه شیب

 میتنظ یبرا  یاصل یمحور نیپپتسیک ستمیشد که س

حال محل  نیا با .(8) است انیماه یهادر گونه دمثلیتول

 انیماه اغلبدر مغز  KISSR/نیپپتسیک ستمیس عناصر قیدق

 اریبس حاضر حال در پستانداران مغز در آن محل معادل و

 مغز ینوروآناتوم ،یکل اصل کی عنوانبه. است ناشناخته

 است، متفاوت یتوجهقابل طوربه یاستخوان انیماه ییجلو

 جانوران از رده نیا یهاگونه در یادیز اریبس تنوع که چرا

 عیوقا کهیدرحال. کندیم زیمتما را هاآن که دارد وجود

 انیماه همه یمغز یهامکرهین در یاصل کیمورفوژنت

. (32) دارد دارانمهره ریسا با یمشترک سمیمکان ،یاستخوان

به  (r1Kiss)گیرنده کیس پپتین  انیب ،یدر مغز ماه

در  یو در ماه شودیمترجمه  GnRH یعصب یهاسلول

 ،جنسی بلوغ از بعد ای قبل با سهیدر مقاجنسی بلوغ  یابتدا

 رندهیگ و نیپپت سیک انیب است ادیز GnRHمقدار  که یزمان

 شواهد هاافتهی نیا .(17، 16) کندیم دایپ شیافزا زین آن

 یبرا یمیاهداف مستق GnRH یهاسلول که را هیاول

 هانیپپتسیکو  دهدیمرا نشان  هستند یماه در نیپپتسیک

 با تعامل قیدر بلوغ از طر GnRH احتمالاً باعث آزاد شدن

Kiss1r  دهدیمکه در پستانداران رخ  طورهمان ،شوندیم . 

در  پپتینیسککه ارتولوگ  دهدینشان م یادیز مطالعات

 یدمثلتولمحور  یقو کنندهفعال یکمانند پستانداران  یماه

 یرا در ماه Kiss2 ژن ،GnRH1 mRNA یهااست. نورون
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 in مطالعه ینچند ین،. علاوه بر ا(21) کندیم یانب یدلیکس

vivo   یدپپت یقکه تزر استنشان داده  راهراهبس  سیدر 

Kiss2  علاوه. (26) کندیم یترا تقو هاینگنادوتروپترشح 

 یداز تول یریجلوگ یبرا پپتینیسک یهااگونیستتنآ ،این بر

( Danio rerio ) یشده است. در گورخرماه یافتاسپرم 

 غدد یعیباعث بلوغ طب Kissrو حذف  Kissجهش در 

است که  ینا دهندهنشان ینو ا (4، 10) شودیم یجنس

 یگونه ضرور ینا یدمثلتول یبرا پپتینیسک رسانییامپ

 یعصب یهاسلولاند که ان دادهمطالعه نش ین. چندیستن

GnRH را در مداکا ) پپتینیسک هاییرندهگ Oryzias 

latipes  )یا ( Dicentrarchus labrax )(10) کنندینم بیان. 

سبب  1 پپتینیسک یققنات تزر یاواسط بلوغ ماه در

در مغز شد، اما در  GnRH3و  gpr54-2b یرندهگ یانب یشافزا

 یستمیکس یق. تزر(5) رخ نداد ییریتغ GnRH2مورد 

 یزن یماده زبرا در حالت بلوغ جنس یبه ماه 1 پپتینیسک

. (10) نکرد یجادا GnRH3و  GnRH2 یاندر ب ییریتغ

ماده بالغ از  یدر ماه 1 یسک یستمیکس یقتزر کهیدرحال

 یانتوجه بقابل یشراه سبب افزاگروپر راه ینظر جنس

GnRH1 یپوفیزیوتروپیکشد که فرم ه یپوتالاموسدر ه 

. (29) استجنسی لوغ گونه در حالت ب ینا ینگنادوتروپ

و  1 یسدو ک یانب یالگو یماکرل، بررس یدر ماه ینهمچن

نشان داد که در  ی،بلوغ جنس یها در طآن هاییرندهو گ 2

درست قبل از  GnRH1 یانو سطح ب 2 پپتینیسنر ک یانماه

 یزماده ن یان. در ماهیافت یش، افزاهایضهدر ب یوزشروع م

 2 یسک یس،سطوح ک یشزمان با افزاهم 2و  1 یسک یانب

 ها، تخمک در سازیزرده شروع از قبل درست ،GnRH1و 

 .(19)یافت  افزایش

 یانکپور ماه خانواده به متعلق Rutilus kutum سفید ماهی

 خزر دریای استخوانی ماهی ینترمهم سفید ماهی .است

 گوشت عالی یفیتک بالا، غذایی ارزش به توجه با و بوده

 جز ماهی این .است گرفته قرار ما کشور مردم توجه مورد

 عمده. (9)است  ماهیان کپور خانواده از و کوچ رود ماهیان

 جنوبی مناطق به مربوط خزر دریای در سفید ماهی پراکنش

 منطقه در اترک رودخانه از و بوده دریا این غربی جنوب و

 یک عنوانبه سفید ماهی ترکمنستان جنوب سواحل تا قفقاز

 از کی؛ لذا یشودیم صید ارزشمند اقتصادی ماهی

. است خزر دریای جنوبی حوضه در یتبااهم هاییماه

 یزیرتخم برای که است مهاجر نیمه ماهی یک ماهی این

 دریا در ماهی این که زمانی کندیم مهاجرت رودخانه به

 در است متری 30 عمق تا آن زیستگاه دارد حضور

 حضور تناننرم مخصوصاً زی کف موجودات که اییهناح

 تریقعم یهاقسمت زمستان و پاییز فصل در. باشدیم دارند

 از ماهی این تغذیه لاروی مراحل در .دهندیم ترجیح را

 از بدن رشد با همراه آن از بعد هایتوپلانکتونف

-نرم ،شیرونومیده لارو ،یآبز حشرات لارو ،هازئوپلانکتون

 غذای بلوغ زمان در. است پرتار کرم و پوستانسخت ،تنان

 به آن مهاجرت زمان در و است تناننرم از ماهی این اصلی

 و نر مولد ماهیان. شودمی متوقف ماهی تغذیه رودخانه

 و کامل جنسی رسیدگی یمرحله به رسیدن از پس ماده

 ایجاد ها آن ظاهری شکل در تغییراتی رودخانه به ورود

 شروع ماه مهر 10 از معمولا ماهی این سالیانه. (2) گرددمی

 طور به سالانه و یابدمی ادامه اردیبهشت 10 تا و شده

 خزر دریای سواحل در گونه نای از تن هزار 6 تا 5 متوسط

 .(2) شودمی صید نآ هایرودخانه و

در  یاتینقش ح پپتینیسک پپتید نورو اینکه به توجه با

 یدمثلتولبلوغ و عملکرد  غازآ یبرا یپوتالاموسه

 یول کنندیم یفاا یطیو مح یهورمون هاییامپ ییلهوسبه

 دیسف یماه گناد و مغز در نیپپت سیک یزمان و یمکان انیب

 به بردن پی. است نامشخص یدگیرس مختلف مراحل در

 سیستم از بهتری درک سفید ماهی در Kiss1 تغییرات میزان

 در ،دیگر طرف از. داد خواهد ما به سفید ماهی یدمثلیتول

 اطلاعات این خزر دریای سفید ماهی مصنوعی تکثیر

 یندر ا ینبنابرا؛ بگیرد قرار استفاده مورد تواندمی ایپایه

در مراحل  1 پپتینیسک ییراتتغ یزانم یسهبه مقا یقتحق

در دو  خزر یایدر یدسف یماه یجنس یدگیمختلف رس

 پرداخته شد. یدمثلیتولفصل  یو ماده در ط جنس نر
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 هامواد و روش

 هر بهشتیحاضر از ماه آبان تا ارد یقتحق در: هانمونه یهته

با خزر دریای  انزلیسواحل  از سفید هیما قطعه 6ماه 

 قطعه 3 یدشد. در هر بار ص صید روش تور پره ساحلی

رم گ 650±50وزنی میانگین با نر ماهی قطعه 3ماده و  ماهی

 یبرا .شد صیدسانتی متر  35.5±0.2طولی میانگین و

به میانی و مغز  گناد یهابافت یو جداساز یحتشر

 هاهنمون. ندشدمنتقل  یلانگ یهعلوم پا انشکدهد یشگاهآزما

 دارینگه گراد سانتی درجه -20 یزرپس از استخراج در فر

 .شدند

 هر یضهب وتوسعه تخمدان  مراحل: گناد مورفوهیستولوژی

 لیتر یمیل75شامل محلول این) بوئن در گناد یتنمونه پس از تثب

 اسید سی سی 5 و غلیظ فرمالین سی سی 25شده،  پیکریک اشباع اسید

 یشناسبافتو انجام مراحل معمول ( باشد می استیک گلاسیال

 یسازشفاف و یریگآب ،(fixation) نمونه یتتثب یعنی

(Dehydration and Clearing)، یریگقالبو  ینیپاراف حمام 

(Infiltration with paraffin and Embedding)، بافت برش 

(Paraffin Sectioning)، یزیآمرنگ (Staining) 

 .یدمشخص گرد ینائوز-یلینهماتوکس

 50-100 از کل RNA استخراج:  RNA مراحل استخراج

 نیدر اشده انجام گرفت.  هموژن یانیممغز  بافت گرمیلیم

 RNX PLUSبا استفاده از  RNAاستخراج کل  قیتحق

طبق دستورالعمل شرکت سازنده انجام  و( رانیا ناکلون،یس)

از  ،استخراج شده یها RNA تیفیک نییتع یبراگرفت. 

 نیهمچنگارز استفاده شد. آ %1ژل  باها الکتروفورز نمونه

استخراج شده از دستگاه  یها RNA تیکم نییتع یبرا

NanoDrop Spectrophotometer صورت  نیاستفاده شد. بد

 گاهیاز هر نمونه در جا تریلکرویم 2که با قرار دادن مقدار 

 280 به 260جذب نور در طول موج  زانیم نسبت ،دستگاه

نانوگرم بر  RNAغلظت  زانینانو متر خوانده شد و م

قبل از آغاز  .دیموجود در هر نمونه مشخص گرد تریلکرویم

 نیشود بد DNAاز وجود  یعار دینمونه با cDNAسنتز 

از  استفاده شد. DNAase I Thermo Scientificمنظور از 

 بیاست و به سرعت تخر داریناپا RNAکه  ییآنجا

 لیتبد cDNA داریبه مولکول پا RNA دیلذا با گرددیم

 Firstسنتز  تیک از استفاده با cDNA رشته ساخت. شود

Strand cDNA  (رانیا ،ناکلونیس )شد انجام مرحله دو در .

استخراج شده به  RNAاز  کروگرمیم 2اول،  یدر مرحله 

با  dNTP  تریکرولیم کی و Oligo(dT) مریپرا تریکرولیم کی

 تریکرولیم 10 ییتا حجم نها  و شد افزوده  mM 10غلظت 

 5 مدت بهبه آن افزوده شد. مخلوط حاصل  DEPC آب

 قهیدق 2قرار گرفت و سپس به مدت  70℃ یدما در قهیدق

جداگانه مخلوط  الیسرد شد.در و گرادیسانت یدرجه  4تا 

 نسخه میآنز تریکرولیم M-MuLV ،1بافر تریکرولیم 4 یحاو

 یمهار کننده  تریکرولیم M-MuLV ،5/0 بردارمعکوس

RNase  آب  تریکرولیم 5/4وDEPC مرحله در. مخلوط شد 

افزوده  اول ی مرحله محصولبه  دوم الیو اتیمحتو دوم

 یدما در قهیدق 50 مدت به آمده دست بهشد. مخلوط 

به  ،میآنز شدن رفعالیغ یبرا سپس و گرفت قرار 50℃

 ت،ینها در. قرار گرفت 70℃ یدر دما  قهیدق 15مدت 

cDNA و به  شد منتقل درجه -80 زریفر به آمده دست به

 .گرفت قرار استفاده مورد بعد مراحل یبرا الگو رشته عنوان

 RNAغلظت  یانگینم: با دستگاه نانودرآپ RNA بررسی

 ng/µl500 ینشده ب یشآزما یهامورداستفاده در نمونه یها

به دست  یهابوده است و نسبت جذب ng/µl 2000تا 

 قرار داشتند. 2-8/1آمده در محدوده 

 1با استفاده از ژل الکتروفورز  RNA کیفیت بررسی

استخراج شده و  RNA یفیتک یبررس بمنظور: درصد

 انتخاب افقی لکتروفورزآن، روش ا یباز عدم تخر یناناطم

از ژل توسط  یالکتروفورز، عکس بردار انجام. پس از شد

 ژل از یانمونه ،1صورت گرفت. شکل  Gel Docدستگاه 

بهمراه  5.8sو  28s، 18s ی،ها RNA آن در که است 1%

DNA Ladder یارائه شده حاک یرقابل مشاهده است. تصو 

استخراج شده است که فاقد  RNAمناسب  یفیتاز ک
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 cDNAسنتز  یبوده و مناسب برا DNAو  ینپروتئ یآلودگ

 .باشدیم

 
. %1ژل آگارز  با Total RNAاستخراج  یفیتک یبررس -1شکل 

 در ژل مشخص شده است. 28s, 18s, 5.8sسه باند  یتموقع

 

بهینه سازی ( جهت PCRمراز ) یلپ اییرهزنجواکنش 

، با RNAمرحله استخراج  یفیتک:  Kiss1ژن شرایط تکثیر 

توسط  RNAجذب  یزانم یاستفاده از الکتروفورز و بررس

 . گردیدمشخص  ( Taiwan, 1000EzDropدستگاه نانودراپ )

 ژن   دو هر یبرا پرایمر اتصال دمای سازی بهینه بمنظور

Kiss1  وB-actin مرسوم روش از PCR  در دمایی گرادیانبا 

 یندفرآ یمیآنز مخلوطاستفاده شد.  رپرایم اتصال ی مرحله

PCR یاز کمپان Ampliqon ( (Taq DNA Polymerase 2x 

Master Mix RED  )یبر مبنا یالهر و محتوایشد و  یهته 

 5 از پس PCR سیکل شد.  یهسازنده ته شرکتدستور کار 

 ثانیه 30 صورت به 95 ℃ دمای در انکوباسیون پیش دقیقه

 30و  62 ℃ تا 55 ییدما ی محدوده ثانیه 30 ،95 ℃ دمای

 یقهدق 5  با تکثیر یند. فرآشدبار تکرار  35 ،72℃ یدما یهثان

. یافت یانپا یهمانندساز یندفرآ یلمنظور تکمب 72℃ دمای

و از  شد یبررس زآگار %2در ژل  یینها محصول انتها در

   .استفاده شد Real-time PCR یاتصال برا یدما ینبهتر

 یهاژن یرتکث یمورد استفاده برا یمرهایمشخصات پرا

Kiss1  وB-actin  پرایمرهای آورده شده است. 1جدولدر 

reverse و forward  یتسا یقو از طر ینبه صورت آنلا 

NCBI ساخته  یستشده و در شرکت تکاپو ز یطراح

  .اندشده

 

 .β-actinو کنترل داخلی  Kiss1 سنتزی پرایمر مشخصات -1جدول 

 پرایمر رو به جلو رو به عقب

CAAGATTTAGCCCGACCCAG TGAGTGCAAATCCTCACCGAA Kiss1 

CCGCAAGATTCCATACCCAGG GACTTCGAGCAGGAGATGGG β-actin 

 

و  یپس از سنجش کم:  PCR محصولات یفیتک بررسی

 یهااستخراج شده، با توجه به غلظت RNA یفیک

و  cDNAسنتز ، آمده و با استناد به پروتکل ذکرشدهدستبه

RT-PCR  .اتصال  یدما ینبهتر یافتنمنظور بانجام شد

. انجام گرفت Gradient PCRبه ژن موردنظر  یمرپرا

تا  54 ییبازه دما در  β-actinو Kiss1ژن  یرمحصولات تکث

 دستگاه در %2با استفاده از ژل سانتی گراد درجه  62

باند  ترینیمضخ گرفت و قرار ارزیابی مورد الکتروفورز

قرار  ییبازه دما ینا در %2گارز آمشاهده شده در ژل 

به  یاقطعه ،PCR یطصورت مناسب بودن شرا در .داشت

به  ایقطعه و( 2)شکل  Kiss1جفت باز از ژن  94طول 

 شد. یر( تکث3شکل ) β-actinجفت باز از ژن  133طول 

 Real-Time PCR با واکنش Kiss1 ژن یانب یزانم سنجش

با استفاده از رنگ سایبرگرین  Real-time PCRفرآیند : 

و رنگ از   Taq DNAplymeraseمخلوط آنزیم انجام شد. 

  Sina Green HS-qPCR Mix, 2X)شرکت سیناکلون 

(no ROX)  ) تهیه شد و محتوای هر ویال بر اساس دستور

در این  cDNAشرکت سازنده تهیه شد. غلظت 

و حجم  µl 1، حجم پرایمر مورد استفاده ng/µl  500واکنش
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 سبی اندازه گیری شد. ژن از روش ندر نظر گرفته شد. میزان بیان  µl 25 نهایی مخلوط واکنش

 

 

شده در  یرول قطعه تکثطدر که  یجفت باز Ladder 100استفاده از  با. %2آگارز  ژلدر Kiss1از ژن  یجفت باز 94به طول  یاقطعه یرتکث -2شکل 

 .شکل مشخص است

 

 
 در شده تکثیر قطعه طول که بازی جفت Ladder 100استفاده از  با. %2آگارز  ژلدر B-actin ن ژ از بازی جفت 133 طول به یاقطعه تکثیر -3شکل 

 است شده مشخص شکل
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 یژن کنترل داخل عنوانبه B-actinپژوهش از  یندر ا

   Real Time PCRدستگاه  سیکل دمایی استفاده شده است.

(Roche Light Cycler96)  کاملا مشابهPCR  شرح داده شده

 دمای اتصالبا این تفاوت که تنظیم شد له ی قبل حمردر 

 تعیین شد. 45سیکل ها  و تعداد  60℃ پرایمر

از ، Kiss1ژن  ینسب یانب یزانم  یبررس جهت: آنالیز آماری

 یداده ها ینرمال ساز یبرا β-actin یژن کنترل داخل

توسط اندازه  Real-time PCR تکنیک .استفاده شد یخروج

مورد  یبرگریننور فلورسنت گزارشگر سا یزانم یریگ

 یزانصورت که هر چه م بدینقرار گرفت  یلوتحل یهتجز

 نمایی فاز وارد تری پایین های سیکل در بود یشترژن ب یانب

 میزان ی محاسبه برایکرد.  ساطع را بیشتری و نور شده

ابتدا  Real Time PCRبه دست آمده از  هایداده ابتدا، بیان

شدند و پس از  Microsofr Excel 2016وارد نرم افزار 

 یزن   Fold Change ،طبق فرمول زیر ΔΔCtو   ΔCtمحاسبه 

 SPSSدر نرم افزار  Fold Change یرسپس مقاد .محاسبه شد

ف ی اختلادر صورت مشاهده و ندشد وارد 19ورژن 

دار جهت مشخص نمودن معنی Tukeyآزمون پس دار،معنی

ها درصد در هریک از گروه 95بودن با سطح اطمینان 

 Graphpadافزار از نرم رسم نمودارها  یبرا. استفاده گردید

Prism   گردیداستفاده  8.2ورژن . 

2−∆∆CT = 2
−(∆CT نمونه−∆𝐶𝑇کنترل  ) 

 یجنتا

شناسی تخمدان نشان نتایج بافت: تخمدان یشناسبافت

های آبان و های نمونهها در تخمداندهد که اووسیتمی

ی رشد هستند و ( در مراحل اولیهbو  a 4آذر )شکل 

-های اسفند و بهمن در مراحل پیشرفتههای نمونهاووسیت

 d 4های آبان و آذر قرار دارند )شکل تری نسبت به نمونه

 .(2)جدول  (eو 

 

 یدسف یها در بافت تخمدان ماهیتاووس یدگیرس یت: وضع a های مختلف. ماهی سفید دریای خزر در ماهها یتاسپرماتوسمیزان رسیدگی  -4 شکل

 ماه در هایتاووس رسیدگی وضعیت: b. یکرومترم 500 یاس:خط مققرار دارند.  PVO یاز زرده ساز یشدر مراحل پ غالباً هایتاووسبان. آدر ماه  خزر

 زرده یمرحله در غالباً هایتاووس. دی ماه در هایتاووس رسیدگی وضعیت: c میکرومتر. 150یاس: خط مق  (.CA یکالآلوئل کورت هاییت)اووس آذر

 سازی زرده انتهایی مراحل در غالباً هایتاووس. بهمن ماه در هایتاووس رسیدگی وضعیت: d یکرومترم 500 یاس:خط مق .دارند قرار (VO) سازی

(LVO) یکرومترم 500 یاس:خط مق .دارند قرار .e :رسیدگی یمرحله در غالباً هایتاووس. اسفند ماه در هایتاووس رسیدگی وضعیت (MO )دارند قرار .

 .یکرومترم 500 یاس:خط مق

b 

CA 
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دهد نشان می بیضهشناسی نتایج بافت: بیضه یشناسبافت

و  a 5های آبان و آذر )شکل های نمونهبیضهدر  هااسپرمکه 

bدر  های اسفندنمونه ی رشد هستند و( در مراحل اولیه

های آبان و آذر قرار نسبت به نمونه ترییشرفتهپمراحل 

 (.2)جدول  (eو  d 5دارند )شکل 

 

 
 

 یدسف یماه یضهها در بافت بیتاتوساسپرم یدگیرس یتوضع :a های مختلف.ماهی سفید دریای خزر در ماهها یتاسپرماتوسمیزان رسیدگی  -5شکل 

 :یاس(. خط مق)نوک فلش یهولا یت( و اسپرماتوسیره)دابلوغ اولیه و حاوی اسپرماتوگونیای فراوان  یمرحلهماهی در  ییضهبدر ماه آبان.  دریای خزر

توسیت سی و سرشار از اسپرمابلوغ ثانویه رسیدگی جن یمرحلهماهی در  ییضهب .ید آذر و در ماه هایتاسپرماتوس یدگیرس یتوضع :b .یکرومترم 15

تا اسفند.  دی در ماه هایتاسپرماتوس یدگیرس یتوضع :c . یکرومترم 15 :یاسخط مق (.بالا سمت چپ)فلش  یه( و ثانوسمت راستپایین اولیه )فلش 

 ادتوزوآهای آزو اسپرما اسپرماتید(، بالا سمت راستاسپرماتوسیت اولیه )دایره(، اسپرماتوسیت ثانویه )فلش  بالغ رسیدگی جنسی که حاوی یمرحله

 کاملاً یمرحله در. یبهشتاسفند تا ارد در ماه هایتاسپرماتوس یدگیرس یتوضع: d . یکرومترم 15 :یاسخط مقاست.  )فلش پایین سمت چپ(

 .یکرومترم 15 :یاسخط مق .)فلش( حاوی اسپرماتوزوآ )دایره( هایبیضه لوبول ییدهرس

 

 های مختلف.خزر در ماهسیدگی تخمدان و بیضه ماهی سفید دریای رمراحل  -2جدول 

 بهشتیارد تا اسفند بهمن ید آذر آبان  نمونه برداری ماه

 رشد حلامر

 یتخمدان
 دهیرس یساز زرده ییانتها مراحل یساز زرده کالیکورت آلوئل یساز زرده از شیپ

 اسپرماتوگونیا ای اولیه بلوغ ضهیب رشد حلامر

 ای ثانویه بلوغ

 اسپرماتوسیت

 اولیه

 ای ثانویه بلوغ

 اسپرماتوسیت

 اولیه

 جنسی، رسیدگی

 و اسپرماتید

 آزاد اسپرماتوزوآهای

 ،دهیرس کاملاً

 اسپرماتوزوآ
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 ماهیمغز در جنس نر  یهابافت در Kiss1 ژن نسبی یانب

 یسهمقا شودیم مشاهده 6 شکلکه در  طورهمان: سفید

جنس  یدسف یبافت مغز ماه در Kiss1ژن  ینسب یانب یزانم

 میزان انجام گرفته است. یبهشتآبان تا ارد یهاماهدر  نر

 دربوده و  یصعود صورتبه جنس ینا در Kiss1ژن  بیان

 ینا .است یافتهیش افزا نمونه برداری دوره طول تمام

بوده و  یزناچ یشدوره آزما یابتدا یهادر ماه یانب یشافزا

 یطوربه شودیتر مبه مرور زمان تفاوت آشکارتر و فاحش

از لحاظ  یتفاوت معنادار اصلاًماه آبان و ماه آذر  ینکه ب

ماه آذر و  ینب یول (P=3632/0) شودیمشاهده نم یآمار

و  (P=0388/0) شودیمشاهده م قابل توجهتفاوت  یماه د

 ینژن مورد نظر ب یانب یزانتفاوت م ،پس از آنحتی 

 در اختلاف بیشترین .شودیم یادز یاربس یبعد یهاماه

 استاسفند  وبهمن  هایماه بین نظر مورد ژن بیان میزان

(0001/0>P) قابل مشاهده است. یزنمودار ن یکه بر رو 

 

و از آنووای یک  بود قطعه 3ها در هر گروه . تعداد نمونهمختلف یهاماه طی سفید ماهی نر جنس مغز بافتدر  Kiss1ژن نسبی  یاننمودار ب -6 شکل

 ها استفاده شده است.برای تحلیل داده %95با ضریب اطمینان و پس آزمون توکی طرفه 

 

مغز در جنس ماده  یهابافت در Kiss1 ژن نسبی بیان

 بافت در Kiss1ژن  ینسب یانب یزانم یسهمقا: یدسف یماه

در  اردیبهشت تا آبان یهاماه در ماده جنس سفید ماهی مغز

ژن  یانب یانگین. با توجه به مآورده شده است 7شکل 

Kiss1 با  یانب یشجنس ماده، افزا یدسف یدر بافت مغز ماه

در  کهیطوربه باشدیمدر ارتباط  یجنس یدگیمراحل رس

با  قابل مشاهده است. یانب یزانم یشترینب یبهشتماه ارد

 یبهشتاسفند و ارد یهاماه ینب نمودار به توجه

(4013/0=P )دی و ذرآ یهاماه همچنین و (1271/0=P) 

 ینمشاهده نشد همچن Kiss1ژن  یاندر ب دارییمعناختلاف 

ژن  نیب زانیدر م یداریمعناختلاف  ،P<0.0001با توجه به 

Kiss1 مشاهده شد. بهشتیآبان تا ارد یهاماه یدر ط 

: در جنس نر و ماده Kiss1 ژن ینسب یانب ییسهمقا

 دارییمعن تفاوت شودیم مشاهده 8شکل طور که در همان

در دو جنس نر و ماده مشاهده نشده  Kiss1ژن  یاندر ب

ین ضریب همبستگی مثبت معناداری (. همچنP>0.05) است

 مختلف یهاماه در ماده و نردر جنس  Kiss1ژن  یانب بین

 (.r =%75 ،P<0.0567)شد مشاهده 

 بحث و نتیجه گیری

 یدگیدر رس Kiss1ژن  یانب یزانحاضر م یدر مطالعه

 شده است. یبررس خزر یدسف یماه یجنس
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ود و از ب قطعه 3ها در هر گروه عداد نمونه .مختلف یهاماه طی دریای خزر یدسف یجنس ماده ماه بافت مغز در Kiss1ژن  یاننمودار ب -7 شکل

 ها استفاده شده است.برای تحلیل داده %95با ضریب اطمینان  و پس آزمون توکی آنووای یک طرفه

 
 سیپوتالامودر ه Kiss1ژن  ینسب یانب یانگینم یسهمقا -8شکل 

 مغز در دو جنس نر و ماده.

 

و  یدمثلتول یرو پپتینیسک یقاتتحق یشترب هایدر ماه

شروع بلوغ صورت گرفته است و اطلاعات  یمتنظ یژهوبه

 ینبنابرا؛ وجود دارد پپتینیسک یگردر مورد اثرات د یکم

 یاعمال پل یاحتمال دارد که هر ژن پارالوگ در ماه

در   Kiss2زبرا ژن  یداشته باشد. مثلاً در ماه یکتروپ

وابسته به  Kiss1 کهیاست درحال یلدخ یدمثلتول

ژن  یانب یبامطالعه .(11، 1)ت اس یکیمتابول هاییگنالس

نشان دادند  (10)و همکاران  Kitahashi در بلوغ، پپتینیسک

زبرا  یآغاز بلوغ در ماه با Kiss2 و Kiss1ژن  یانب یزانکه م

را  Kiss2ژن  یانب یزانم 2012. در سال کندیم یداپ یشافزا

در  یزیرو بعد از تخم یزیردر فصل تخم یپوتالاموسدر ه

 Kiss2 یانب یزانکردند و نشان دادند که م یدو جنس بررس

با  یسهدر مقا یزیرفصل تخم یلدر هر دو جنس در اوا

 .(8) بود یشترب یزیرفصل بعد از تخم

از آبان ماه تا اردیبهشت ماه که فصل در مطالعه حاضر نیز، 

ماهی سفید است  یزیرتخمرسیدگی جنسی، تولیدمثل و 

 رفتهرفتههای جنسی میزان رسیدگی جنسی گنادها و سلول

های افزایش پیدا کرده است طوری که در آبان ماه سلول

جنسی نر و ماده در مراحل اولیه رشد قرار دارند و در 

بیشترین همچنین . رسندمیرسیدگی کامل اردیبهشت ماه به 

در فصل خزر ماهی سفید دریای  Kiss1میزان بیان ژن 

گزارش ریزی )ماه اردیبهشت( تولیدمثلی و بخصوص تخم

در تحریک ترشح  تواندیماین ژن  رسدیمشد. به نظر 

داشته  یمؤثرریزی نقش رتبط با تخمجنسی م یهاهورمون

مداکا در هر دو  یپوتالاموسدر ه Kiss1ژن  یانب یزانم باشد.

 یدمثلتول یرنسبت به فصل غ یدمثلفصل تول یجنس ط

 ینا یدمثلتول یردر فصل غ کهیداشته است درحال یشافزا

 بود یشتردر جنس نر نسبت به جنس ماده ب یانب یشافزا
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(Kanda et al., 2008) .یدر جنس نر ماه sea bass ییاروپا 

 یدر مرحله Kiss1ژن  یانب یزانم یدمثلیتول یچرخه یط

پس از  یبا دوره یسهو اواخر آن در مقا یانیاسپرماتوژنز م

 .(15) بالا بود یتوجهطور قابلبه یزیاسپرم ر

در جنس  Kiss1ی حاضر میانگین میزان بیان ژن در مطالعه

دار نبود. ماده بیشتر از جنس نر بود ولی این اختلاف معنی

ی رشد گنادهای نر و مطالعه نیز در مراحل اولیه ینادر 

ماده )آبان ماه و آذر ماه( میزان بیان این ژن به صورت 

ریزی )اسفند ماه و نسبت به فصل تخم دارییمعن

ژن  انیب زانیم 2010در سال  اردیبهشت ماه( پایین بود.

Kiss1 و Kiss2 یماه یجنس یدگیدر مراحل مختلف رس 

 زانیکه م شد هو نشان داد گرفتمطالعه قرار  مارکرل مورد

مراحل نابالغ و  نیدر جنس نر ب Kiss2 و Kiss1 ژن انیب

و بعد از  دهیبه حداکثر خود رس یزیاسپرم ر لیاوا یدوره

است. در جنس ماده  داکردهیکاهش پ زانیم نیا یزیاسپرم ر

به حداکثر  کیتلوژنیو یدوره آغازدر  Kiss1ژن  انیب زانیم

 یبا بررس 2010در سال  .(20) است دهیخود رس زانیم

 یافتندگناد در یدر طول چرخه Kiss2ژن  یانب یزانم یفصل

 یدر طول دوره یتوجهطور قابلدر مغز به یانب یزانکه م

با  2016در سال . (28) در هر دو جنس بالا بود یزیرتخم

نشان داد که  Ruho یدر ماه Kiss1ژن  انیب زانیم یبررس

 یزیردر دوره تخم یتوجهطور قابلبه Kiss1ژن  انیب زانیم

 یبا بررس 2017در سال . (25) در هر دو جنس بالا بود

 یدر ماهپپتین( )گیرنده کیس Kissrو  Kiss1 یانب یزانم

Odonthestes bonariensis یانب یزانمکردند که  یانب Kiss1  و

Kissr نابالغ  یضهبا ب یسهدر مقا یضهتکامل ب یدر ط

را در  یرندهاز گ ییبالا یانماده ب یانو در ماه یافتهیشافزا

در ماهی سفید دریای  .(3) ندتخمدان نشان داد ییبلوغ نها

، در جنس ماده در مراحل زرده سازی و پیش از زرده خزر

مشاهده شده است اما میزان آن  پپتینیسکسازی، بیان ژن 

معناداری  طوربه یزیرتخمدر مقایسه با مرحله رسیده و 

کمتر بوده است. همچنین در جنس نر چنین الگویی دیده 

)مرحله رسیده(  که در هنگام اسپرم ریزیطوریهشد ب

 گزارش شد. Kiss1بیشترین بیان ژن 

 یهانهاز گو یاریها در بسپپتینیسک ینکهبا توجه به ا

 شناخته شده و یعصب یهاشبکه یقاز طر یانمختلف ماه

 یجنس یدگیو رس یدمثلیتول یتشناخته شده در موفق یرغ

 Kiss1درک نقش ژن  یحاضر برا ینقش دارند در مطالعه

 یانب ییرات، تغخزر یایدر یدسف یماه یجنس یدگیدر رس

 یهر دو جنس نر و ماده ماه یپوتالاموسدر ه Kiss1ژن 

. مراحل رشد شد هنشان داد های مختلفماهدر طول  یدسف

ان تا آب یلاوا از خزر یایدر یدسف یو بلوغ ماه یجنس

 یزانم یجنس مختلفمراحل  یاست و در ط یبهشتارد

 یشگناد نر و ماده افزا یجنس یدگیرس و Kiss1ژن  یانب

رشد گنادها  یهلدر مراحل او کهیطوربه داد نشان دارییمعن

 دهدیرا نشان نم دارییمعن یشافزا Kiss1 ژن یانب یزانم

 شیافزا Kiss1 ژن یانب یزانبا توسعه و رشد گنادها م یول

با  یبهشتاسفند و ارد یهادر ماه کهیطوربه کندیم یداپ

 یافتهیشافزا Kiss1 ژن یانب یزانم یجنس ییدگحداکثر رس

است که  یجنس یهاهورمون یکه مصادف با سنتز حداکثر

بر روند  پپتینیسک یمتقمس یردهنده ارتباط و تأثنشان ینا

 است. یماه یجنس یهاهورمون یدسنتز و تول

آمده در خصوص دستبه یجبا توجه به نتادر مجموع، 

با  خزر یایدر یدسف یدر مغز ماه Kiss1ژن  یانب یبررس

 افزایش بیان اینو  یکم Real time PCR یکاستفاده از تکن

که  رسدیبه نظر م ریزی داردهایی که ماهی تخمژن در ماه

Kiss1 یدسف یماه یدمثلتول یستماز عوامل مهم در س یکی 

 است. خزر یایدر

 سپاسگزاری

سرکار نویسندگان مقاله نهایت تشکر و قدردانی خود را از 

و جناب آقای دکتر عبدالمجید  دکتر مهوش هادوی خانم

 .داردیممقاله اعلام  در تهیهجهت کمک به  ولی 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. 
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