
مجله‌‌تحقیقات‌دامپزشکی،‌1394،‌دوره‌70،‌شماره‌377-386‌،4
Journal‌of‌Veterinary‌Research.‌70,4:‌377-386,‌2015

Original‌Articleمقاله‌تحقیقی

بیان ژن هورمون ادیپونکتین و گیرنده های آن در هیپوتالاموس و هیپوفیز گاو 
هلشتاین در طول سیکل فحلی

محمد رضا تابنده1*  ارسلان حسینی2  مهدی صائب3  مجتبی کافی4  ناهید کبیری1
1( گروه علوم پایه، دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز- ایران

2( گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه شیراز، شیراز- ایران
3( گروه علوم پایه، دانشکده دامپزشکی دانشگاه شیراز، شیراز- ایران

4( گروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه شیراز، شیراز- ایران

  )  دریافت مقاله:  7  مرداد ماه  1394،   پذیرش نهایی:  27  مهر ماه  1394( 

 چکیده  
زمینه مطالعه: ادیپونکتین یکی از مهمترین ادیپوسیتوکاین های بافت چربی اســت که بواسطه گیرنده های AdipoR1 و AdipoR2 در 
تنظیم باروری جنس نر و ماده نقش دارد. اخیرا بیان ژن های سیستم ادیپونکتین و نقش تنظیمی منفی آن بر محور هیپوفیز- هیپوتالاموس به 
تأیید رسیده است. هدف: در حال حاضر اطلاعاتی در مورد بیان ادیپونکتین و گیرنده های آن در محور هیپوفیز – هیپوتالاموس در دام های اهلی 
در دسترس نمی باشد. در این مطالعه برای اولین بار بیان ژن های سیستم ادیپونکتین در مراحل مختلف سیکل فحلی گاو در بافت های هیپوفیز و 
هیپوتالاموس مورد مطالعه قرار گرفت. روش کار: نمونه گیری از بافت های هیپوفیز و هیپوتالاموس از گاو های هلشتاین ماده در کشتارگاه بعمل 
آمد. تعیین مراحل مختلف سیکل استروس )پرو استروس، مت استروس، ابتدای لوتئال، انتهای لوتئال( بر اساس ارزیابی ماکروسکوپی تخمدان ها 
 qPCR Probe( در زمان حقیقی کمی PCR و رحم انجام گرفت. ارزیابی کمی بیان ژن های ادیپونکتین و گیرنده های آن با اســتفاده از آزمون
Maste Kit( و بر اســاس روش مقایســه ای ΔΔCt-2 انجام شــد. مقادیر هورمون های استروژن و پروژسترون با استفاده از روش الیزا اندازه گیری 
شد. نتایج: نتایج این مطالعه نشان دهنده بیان ادیپونکتین و گیرنده های آن در بافت های مورد مطالعه بود. بالاترین بیان ادیپونکتین در بافت های 
مورد مطالعه در فاز لوتئال مشاهده شد درحالیکه حداقل میزان بیان ادیپونکتین مربوط به دوره پرو استروس بود. تغییر معنی داری در بیان گیرنده 
1 در طول سیکل فحلی در بافت های مورد مطالعه مشاهده نشد. بالاترین میزان بیان گیرنده 2در مرحله پرو استروس و کمترین میزان آن مربوط 
به اواخر فاز لوتئال بود. بین تغییرات ادیپونکتین در بافت های مورد مطالعه با اســتروژن ارتباط منفی و با پروژســترون ارتباط مثبت وجود داشت. 
نتیجه  گیری نهایی: بر اساس یافته های این تحقیق در خصوص بیان پایین ادیپونکتین در پرو استروس و نتایج سایرین مبنی بر اثر منفی ادیپونکتین 
بر ترشح هورمون LH از هیپوفیز  می توان نتیجه گیری نمود که ممکن است ادیپونکتین بر عملکرد محور هیپوفیز-هیپوتالاموس در گاو در طول 

سیکل فحلی نقش تنظیمی داشته باشد.

واژه های کلیدی: ادیپونکتین، گاو، سیکل فحلی، هیپوفیز، هیپوتالاموس

مقدمه
ادیپونکتین هورمون جدیدی است که اولین بار از سلول های بافت چربی رده 

سلولی L1-3T3 جدا سازی و یک سال بعد در انسان و موش شناسایی شد 

  TNFα 20،22،25(. ادیپونکتین دارای 244 اسید آمینه و  ساختمان مشابه(

و C1q  سیستم  ایمنی می باشد. توالی نوکلئوتیدی و اسید های آمینه این 

هورمون در گونه های سگ )13(، انسان )20،25(، گاو )18،26،27(، خوک 

)8(، موش و رات )20،25( دارای80% شباهت می باشد، که نشاندهنده نقش 

حفاظت شده این هورمون در گونه های مختلف است. تاکنون انواع مختلف 

این هورمون با وزن مولکولی پایین )ســه زیــر واحدی(، وزن مولکولی بالا 

)شــش زیر واحدی( و وزن مولکولی بسیار بالا دارای 12 تا 18 زیر واحد در 

سرم انسان، موش و گاو شناسایی شده است )16(. بنظر می رسد شکل اخیر 

مســوول بروز فعالیت بیولوژیک هورمون باشد با اینحال اطلاعاتی در مورد 

شکل اصلی بیولوژیک هورمون در دام های اهلی در دسترس نمی باشد. دو 

گیرنده این هورمون تحت عنوان AdipoRI وAdipoRII  در ســال2004 

جدا سازی و کلون شده است که بین موش، انسان، خوک و گاو بیش از 70 

درصد شباهت در توالی ژن و پروتئین وجود دارد )29(.

این هورمون یکی از فراوان ترین پروتئین های پلاســما می باشــد که 

در حدود 0/01% کل پروتئین های پلاســما را تشــکیل می دهد. بطور کلی 

عملکرد اصلی شناخته شــده این هورمون در متابولیسم کربوهیدرات ها و 

چربی ها می باشــد )9(. درســال2002 با مطالعه بر روی موش های فاقد ژن 

ادیپونکتین نقش این هورمون در جلوگیری از ضخیم شدن عروق و تکثیر 

عضلات صاف جدار عروق و بطور کلی اثرات حفاظتی آن بر سیستم قلبی 

عروقی و ضد آترســکلروز  مشــخص گردید )21(.  بنظر می رسد هورمون 

بواسطه اثرات مرکزی بر بخش های تنظیم سیری و گرسنگی هیپوتالاموس 

در تنظیم اشتها نقش داشته باشد. )17(.  

ســاختار کروموزومی، توالی ژن و اسید های آمینه هورمون در سالهای 

اخیر در خوک )8(، گاو )18،26،27(، سگ )13(  و گربه )14(  مورد ارزیابی و 
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شناسایی قرار گرفته است. با اینحال در مورد تغییرات این هورمون در شرایط 

فیزیولوژیک مختلف مانند گرســنگی، تغییرات فصلی، تغییرات در سیکل 

جنســی و میزان بیان پروتئین یا گیرنده هــا در بافت های مختلف حیوانات 

اطلاعاتی اندکی موجود می باشد.

ادیپونکتیــن با تأثیر بر بخش های مختلف سیســتم تولید مثلی مانند 

هیپوفیــز )19،23،24( و بیضــه )5( در باروری جنس ماده و نر در انســان و 

جوندگان نقش دارد.  مطالعات موجود نشان می دهد که موش های ترانسژن 

با بیان بالای ادیپونکتین نابارور هســتند. همچنین در موش های با کمبود 

ادیپونکتین اختلالات متعدد در بافت های تولید مثلی مانند رحم و تخمدان 

گزارش شده است )7(. به نظر می رسد ادیپونکتین سبب مهار تولید اندروژن ها 

توسط سلول های تکا می شــود و کاهش این هورمون در بیماران مبتلا به 

سندرم پلی کیستیک تخمدان سبب برداشت اثر مهاری ادیپونکتین بر تولید 

اندروژن ها و افزایش تولید اندروژن ها می شود )6(. در سلول های گنادوتروپ 

رده LBTZ موشــی و در سلول های هیپوفیز موش ادیپونکتین سبب مهار 

ترشح LH می شود )19،24(. درموش هایی که هیپوفیز آنها برداشت می شود 

بیان ادیپونکتیــن کاهش می یابد و جایگزینــی گنادوتروپین ها بخصوص 

hCG سبب افزایش میزان mRNA ادیپونکتین می شود )24(. گیرنده های 

هورمون در هیپوتالاموس و ســلول های اندوتلیال شــبکه کروئید انسان  و 

موش  شناســایی شده که بنظر می رســد این گیرنده ها در انتقال پروتئین 

به مغز و اثرات مرکزی هورمون نقش داشــته باشــند )12،17(. اخیرا بیان 

ژن های سیســتم ادیپونکتین در تخمدان گاو مورد بررسی قرار گرفته است 

)17،26،27(. بــا اینحال اطلاعــات موجود در خصوص نقش های احتمالی 

ادیپونکتیــن بر تولید مثل از طریــق تأثیر بر محور هیپوتالاموس-هیپوفیز 

در دام هــای اهلی و نشــخوار کنندگان بســیار اندک می باشــد. با توجه به 

اهمیت محور هیپوفیز-هیپوتالاموس در کنترل وقایع فیزیوژیک ســیکل 

استروس و تأثیر ادیپونکتین بر رده های سلولی این بافت ها در کشت سلول 

)12،17،19،23،24( بنظر می رســد تغییرات موضعی بیان ژن این هورمون 

و گیرنده هــای آن در طول ســیکل فحلــی بر عملکــرد بافت های مذکور 

مؤثر باشــد. با توجه به اهمیت هورمون ادیپونکتین در کنترل متابولیســم 

کربوهیدرات ها و لیپیدها و اختلالات وسیع متابولیکی در گاوهای پر تولید 

که بــر هیپوتالاموس و هیپوفیز تأثیر قابل توجه دارد، شناســایی تغییرات 

بیان این هورمون و گیرنده ها در این بافتها ضروری می باشــد. لذا هدف از 

این مطالعه بررســی بیان ژن های ادیپونکتین و گیرنده هــای 1 و 2 آن در 

هیپوتالامــوس و هیپوفیز در مراحل مختلف ســیکل فحلی و ارتباط آن با 

تغییرات هومون های جنسی در گاوهای ماده هلشتاین می باشد.

مواد و روش کار
تعیین مراحل ســیکل فحلی و نمونه گیری: در این مطالعه از گاوهای 

هلشــتاین ماده سنین بین 5-3 سال در کشتارگاه شیراز نمونه گیری بعمل 

آمد. مرحله دقیق سیکل فحلی بر اساس مشاهدات ماکروسکوپی تخمدان 

)15( و رحم )3( تعیین گردید. اطلاعات مورد استفاده در تعیین گامه فحلی 

بر اساس خصوصیات تخمدان و ویژگی های رحم و سرویکس در جداول 1 

و 2 آمده اســت. بر این اساس پس از ارزیابی اولیه دستگاه تناسلی دام های 

کشــتار شــده و عدم وجود هر گونه عارضه پاتولوژیک ظاهری نمونه های 

مغز پس از برش اســتخوان جمجمه بصورت عرضی خارج و در کنار یخ به 

آزمایشگاه منتقل شد. همزمان اطلاعات مربوط به ویژگی های تخمدان و 

رحم ثبت گردید. در آزمایشگاه بلافاصله از بافت های هیپوتالاموس خلفی 

و میانی و هیپوفیز  قدامی نمونه گیری بعمل آمد. بافت های جدا شده با بافر 

  RNA شستشــو و تا زمان استخراج pH=7 0/05 و molز)PBS( فســفات

در فریزر C° 80-  نگهداری شــدند. نمونه های خون به منظور تعیین مقادیر 

هورمون های استرادیول و پروژسترون اخذ گردید.

اســتخراج RNA و واکنشRT-PCR: اســتخراج RNA با استفاده از 

کیت تجاریTRIZOLر)Roche، آمریکا( و مطابق روش ارایه شده توسط 

شــرکت انجام شــد. به منظور حذف DNA، تمام نمونه های RNA بمدت 

1 ســاعت با آنزیمDnaseر)Fermentase، امریکا( و مطابق روش ارایه 

  RNAشده توسط شرکت تیمار شــدند. غلظت و میزان خلوص نمونه های

پس از قرائت جذب آنها در طول موج nm 260 و نیز محاسبه نسبت جذب 

260/280  با استفاده از اسپکتروفوتومتر بیوفتومتر )اپندورف، آلمان( تعیین 

گردید. نمونه های که نســبت جــذب 260/280 آنها بیش از 1/8 بود جهت 

سنتز cDNA مورد اســتفاده قرار گرفت. سنتز cDNA با استفاده از کیت 

تجــاریAmpliSenceر)AmpliSens ، روســیه(، پرایمر های تصادفی 

هگزامر و در واکنش هایی با حجم μL 20 مطابق دستورالعمل شرکت انجام 

شد. 

به منظور تأییــد بیان ژن های ادیپونکتین و گیرنده هــای 1 و 2 آن در 

بافت هــای مورد مطالعه، ابتدا واکنش PCR بــر روی بافت های مورد نظر 

انجــام گردید و در صورت تأیید بیان ژن های مورد نظر به منظور بررســی 

مقایسه ای بیان ژن ها از آزمون PCR در زمان حقیقی استفاده گردید. لیست 

پرایمــر و پروبهای مورد اســتفاده در این مطالعه، توالی، طول قطعه ای که 

توســط آنها تکثیر می شــود و نیز دمــای اتصال هر یک در جــدول2 آمده 

 Beacon designer اســت. به منظور طراحی پروب و پرایمر از نرم افزار

PREMIER Biosoft international(  TM7.01، آمریکا( استفاده شد.

واکنش های PCR با استفاده از آنزیم Taq polymerase )سیناژن، 

ایران( در واکنش هایی با حجم μL 25 انجام شد. نمونه cDNA بافت چربی 

به عنوان کنترل مثبت و یک نمونه واکنش فاقد cDNA به عنوان کنترل 

منفی در هر واکنش PCR در نظر گرفته شــد. به منظور مشاهده محصول 

PCR از ژل آگاروز 2%، تهیه شده در محلول بافر TAE استفاده شد. 

آزمــون PCR در زمان حقیقــی: برای ارزیابی تغییــرات بیان ژن های 

ادیپونکتیــن و گیرنده هــای آن از آزمــون PCR در زمــان حقیقی، روش 
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مقایسه ای ΔΔCt و دستگاه MiniOptionTm محصول شرکت بیوراد 

و کیت تجاری qPCR Probe Masterر)Bioneer، کره( اســتفاده شد. 

روش آزمون بر پایه کاربرد پروبهای TaqMan نشاندار با رنگ فلئورسنت 

6- کربوکســی فلئورســنس )FAM( در انتهای '5 و ترکیب خاموشگر 6- 

کربوکسی تترامتیل رودامین )TAMRA( در انتهای '3 پروب استوار بود. از 

ژن بتا اکتین به عنوان ژن کنترل استفاده گردید. همه نمونه ها بصورت تکرار 

سه تایی ارزیابی شدند.

روش مورد اســتفاده در آنالیز داده ها بر پایه روش ΔΔCt اســتوار بود. 

مقادیر مقایسه ای بیان ژن های مورد نظر در مقایسه با بیان بتا اکتین در هر 
بافت توســط نرم افزار Opticon monitor 3 ارزیابی و بر اساس رابطه 

ΔΔCt-2 گزارش گردید. 

اندازه گیری هورمونی: مقادیر هورمون های استرادیول و پروژسترون با 

اســتفاده از روش الیزا )ALPCO Diagnostics، آمریکا( و طبق دســتور 

العمل کیت انجام شد. برای هر دو تست ضریب داخلی آزمون کمتر از 6% و 

ضریب خارجی کمتر از 7/5% بود. به منظور اندازه گیری هورمون استرادیول 

از شــش کالیبراتور با غلظت های pg/mL 0، 20، 100،300، 800 و 3200  

و به منظور اندازه گیری هورمون پروژسترون از  پنج کالیبراتور با غلظت های 

ng/mL 0/4، 6/1،5/5، 25 و 100 استفاده شد. 

آنالیــز آماری: تمام داده ها با اســتفاده از نرم افــزار SPSS 16 آنالیز، و 

بر اســاس میانگین  انحراف معیار نشــان داده شــدند. جهت مقایسه بین 

میانگین هــای مختلف از تســت آنالیز واریانس یک طرفــه )ANOVA( و 

LSD استفاده شد. تست ارتباط پارامتریک پیرسون به منظور بررسی ارتباط 

تغییــرات مقدار mRNA ژن های مختلف و هورمون ها مورد اســتفاده قرار 

گرفت. سطح معنی داری تست های آماری p>0/05 در نظر گرفته شد.

 نتایج 
الکتروفــورز محصــولات واکنش PCR نشــان دهنده بیــان ژن های 

ادیپونکتیــن )bp 139(، گیرنــده 1 )bp( )AdipoR1 101( و گیرنــده 2 

)bp( )AdipoR2 109( در بافت هــای هیپوتالاموس و هیپوفیز بود )تصویر 

.)1

نمــودار 1 بیان ژن های ادیپونکتیــن، AdipoRI و AdipoRII را در 

هیپوفیز قدامی در بخش های مختلف ســیکل فحلی شامل پرو استروس، 

مت استروس، ابتدا و انتهای گامه لوتئال نشان می دهد. بیشترین میزان بیان 

ادیپونکتیــن مربوط به گامه لوتئال و کمترین میزان بیان آن مربوط به پرو 

اســتروس و مت استروس بود )p>0/05(. بیان AdipoRI در طول سیکل  

تغییرات آماری معنی داری نداشت )p<0/05( اما میزان بیان AdipoRII در 

 .)p>0/05( گامه لوتئال کمتر از دوره های پرو استروس و مت استروس بود

 AdipoRII و AdipoRI ،نمودار 2 تغییرات بیان ژن های ادیپونکتین

را در هیپوتالاموس میانی در بخش های مختلف سیکل فحلی نشان می دهد. 

بیــان ژن ادیپونکتین در هیپوتالاموس میانی از مت اســتروس بطرف پرو 

استروس بطور معنی داری کاهش یافت )p>0/05( بطوریکه بالاترین میزان 

بیان آن مربوط به مرحله مت استروس و ابتدای لوتئال و پایین ترین بیان آن 

مربوط به پرو اســتروس بود. بیان AdipoRI در مراحل پرو استروس، مت 

 )p<0/05( اســتروس و ابتدای گامه لوتئال تفاوت معنی داری را نشان نداد

امــا میزان بیان آن در انتهای گامه لوتئال بطور معنی داری بالاتر از ســایر 

مراحــل بود )p>0/05(. بیان AdipoRII در مراحل انتهایی گامه لوتئال و 

.)p>0/05( پرو استروس بطور معنی داری بیشتر از سایر مراحل بود

نمــودار3 بیــان ژن هــای ادیپونکتیــن، AdipoRI و AdipoRII در 

هیپوتالاموس جانبی در بخش های مختلف سیکل فحلی شامل پرواستروس، 

مت استروس، ابتدا و انتهای گامه لوتئال را نشان می دهد. بالا ترین میزان 

بیان ادیپونکتین در هیپوتالاموس جانبی مشــابه با هیپوتالاموس میانی در 

ابتدای لوتئال مشــاهده شد )p>0/05(. بیان ادیپونکتین در هیپوتالاموس 

جانبی از مت اســتروس بطرف پرو اســتروس در طول یک ســیکل فحلی 

بطــور معنی داری کاهش یافت )p>0/05(. بالاترین میزان بیان آن مربوط 

به ابتدای لوتئال  و پایین ترین آن مربوط به مت اســتروس و پرو استروس 

بود )p>0/05(.  بیان AdipoRI در طول ســیکل فحلی در هیپوتالاموس 

جانبی مشــابه آنچه در مورد هیپوفیز قدامی بدست آمد، همراه با تغییرات 

معنی دار نبود )p<0/05(. بیان AdipoR2 در دوره پرو اســتروس نسبت به 

سایر مراحل بطور معنی داری بالاتر بود اما بیان این ژن در سایر بخش های 

سیکل فحلی تفاوت آماری معنی داری نداشت.

  AdipoR2 و AdipoR1 ،جدول 4 ارتباط بین تغییرات بیان ادیپونکتین

در بافت های مورد مطالعه با مقادیر هورمون های استروژن و پروژسترون را 

نشان می دهد. ارتباط معنی دار معکوس بین بیان ادیپونکتین در بافت های 

 ،r=-0/741( میانــی هیپوفیــز )p>0/01 ،r=-0/864(، هیپوتالامــوس 

p>0/01( و هیپوتالاموس جانبی )p>0/01 ،r=-0/719( مشــاهده شــد. 

تصویــر1. الکتروفــورز محصول PCR ادیپونکتیــن دربافت های هیپوفیــز قدامی )3(، 
هیپوتالامــوس جانبی )4( و میانــی )5(،  AdipoR1 در بافت های هیپوفیز قدامی )6(، 
هیپوتالامــوس جانبی )7( و میانی )8( و AdipoR2. دربافت های هیپوفیز قدامی )9(، 
هیپوتالامــوس جانبــی )10( و میانــی )11(.  1: نشــانگر انــدازه DNA bp 100، 2:کنترل 

.cDNA منفی فاقد

ادیپونکتین و گیرنده های آن در سیکل فحلی گاو 
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همچنین ارتباط معنــی دار مثبت بین مقدار هورمون پروژســترون و  بیان 

ادیپونکتیــن در بافت های هیپوفیــز )p>0/01 ،r=0/762(، هیپوتالاموس 

 )p>0/01 ،r=0/637( و هیپوتالاموس جانبی )p>0/01 ،r=0/752( میانی

مشاهده شــد. بین مقدار هورمون استروژن  بیان AdipoR1 در بافت های 

مورد مطالعه ارتباط آماری معنی دار مشاهده نشد اما ارتباط مثبت معنی داری 

بین مقدار اســتروژن و تغییرات بیان ژن AdipoR2 در بافت های هیپوفیز 

و   )p>0/05 ،r=0/613( میانــی  )p>0/05 ،r=0/597(، هیپوتالامــوس 

 AdpoR2 مشــاهده شد. بیان )p>0/05 ،r=0/547( هیپوتالاموس جانبی

تنهــا در بافت هیپوفیز قدامی با پروژســترون دارای ارتباط آماری معنی دار 

مثبت بود )p>0/05 ،r=0/572( اما در سایر بافت ها ارتباط آماری معنی دار 

مشاهده نشد.

بحث
شــواهد موجود نشــان دهنده نقش ادیپونکتین در باروری جنس ماده 

بدلیل تأثیر بر بخش های مختلف سیسم تولید مثلی می باشد.  در پستانداران 

بویژه گاو مصــرف چربی در جیره غذایی بر روی عملکرد تولید مثلی تأثیر 

مطلوب می گذارد. مصرف اســید چرب در جیره غذایی سبب افزایش تعداد 

فولیکول ها و تحریک رشد فولیکول ها پیش از تخمک گذاری می شود )4(. 

با توجه به اینکه عملکرد اصلی ادیپونکتین در متابولیسم کربوهیدرات ها و 

چربی شناخته شده است می توان این اثرات را به عمل هماهنگ مسیرهای 

انتقال ســیگنال PPAR و AMPK مؤثر بر متابولیسم لیپید و کربوهیدرات 

که همگی توســط ادیپونکتین القا می شــوند نســبت داد )9،16،17(. بیان 

گیرنده هــای ادیپونکتیــن در بخش هایــی از هیپوتالاموس و ســلول های 

 اندوتلیال شبکه کوروئید شناسایی شده است و  بنظر می رسد این گیرنده ها 

در انتقــال پروتئیــن به مغز و اثرات مرکزی هورمون نقش داشــته باشــند 

)12،17(. علی رغم تایید بیان گیرنده های 1 و2 ادیپونکتین در ســلول های 

اندوتلیومی مغز و هیپوتالاموس نقش حقیقی ادیپونکتین در سیستم عصبی 

مرکزی مبهم است. تزریق وریدی ادیپونکتین منجر به افزایش سه برابری 

ادیپونکتین در مایع مغزی– نخاعی می شود. لذا به نظر می رسد ادیپونکتین 

از ســد خونی مغزی عبور می نماید )12،17(. مطالعات انجام شــده بر روی 

ادیپونکتین در حیوانات اهلی و نقش های احتمالی آن بر تولید مثل بســیار 

اندک و در مراحل ابتدایی می باشد. 

در مطالعه حاضر بیان ادیپونکتین و گیرنده های آن در هیپوتالاموس و 

هیپوفیز در طول ســیکل فحلی در گاو ماده مورد مطالعه قرار گرفت. نتایج 

حاصل از این مطالعه نشــان دهنده بیان ادیپونکتیــن و گیرنده های آن در 

بافت های هیپوتالاموس و هیپوفیز قدامی بود. بیان ادیپونکتین در هیپوفیز 

قدامی در طول ســیکل فحلی تغییرات قابل توجهی را نشان داد. بطوریکه 

بیشــترین میزان بیان ادیپونکتین مربوط به گامه لوتئال و کمترین میزان 

آن مربوط به پرو استروس و مت استروس بود. میزان بیان AdipoRII در 

نمودار1. مقایسه بیان ژن های ادیپونکتین، AdipoRI و AdipoRII در هیپوفیز قدامی 
در بخش های مختلف سیکل فحلی. حروف متفاوت در بالای هر ستون نشان دهنده 

اختلاف معنی دار در سطح p>0/05 می باشد.        مت استروس        پرواستروس
        انتهای لوتئال        ابتدای لوتئال

نمودار2. مقایسه بیان ژن های ادیپونکتین، AdipoRI و AdipoRII در هیپوتالاموس 
میانــی در بخش هــای مختلــف ســیکل فحلــی. حروف متفــاوت در بالای هر ســتون 

نشان دهنده اختلاف معنی دار در سطح p>0/05 می باشد.        مت استروس
        پرواستروس        انتهای لوتئال        ابتدای لوتئال

نمودار3.  مقایسه بیان ژن های ادیپونکتین، AdipoRI و AdipoRII در هیپوتالاموس 
جانبــی در بخش هــای مختلف ســیکل فحلــی. حروف متفــاوت در بالای هر ســتون 

نشان دهنده اختلاف معنی دار در سطح p>0/05 می باشد.        مت استروس
        پرواستروس        انتهای لوتئال        ابتدای لوتئال        پرواستروس        انتهای لوتئال        ابتدای لوتئال

        پرواستروس        انتهای لوتئال        ابتدای لوتئال

 می باشد.        مت استروس        پرواستروس

        پرواستروس        انتهای لوتئال        ابتدای لوتئال

        پرواستروس        انتهای لوتئال        ابتدای لوتئال

        انتهای لوتئال        ابتدای لوتئال
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گامه لوتئال کمتر از دوره های پرو اســتروس و مت اســتروس بود و این در 

حالیست که بیان AdipoRI در بخش های مختلف سیکل فحلی تغییرات 

قابل توجهی را نشان نداد. 

در بخش های مختلف هیپوتالاموس بیان ادیپونکتین از مت استروس 

بطرف پرو استروس در طول سیکل فحلی کاهش یافت بطوریکه بالاترین 

میــزان بیان آن مربوط به ابتــدای لوتئال و پایین تریــن آن مربوط به پرو 

استروس بود. اگر چه بیان AdipoRI در هیپوتالاموس میانی در مراحل پرو 

استروس، مت استروس و ابتدای گامه لوتئال تغییری نداشت اما میزان بیان 

آن در انتهای گامه لوتئال بالاتر از سایر مراحل بود. الگوی تقریباًً مشابهی 

در مورد بیان AdipoRII در هیپوتالاموس میانی بدست آمد بطوریکه بیان 

آن در مراحل انتهایی گامه لوتئال و پرو استروس بیشتر از سایر مراحل بود.

همچنیــن نتایج ایــن تحقیق نشــان داد که تغییــرات هورمون های 

اســترادیول و پروژســترون در طــول ســیکل فحلی گاو با تغییــرات بیان 

ادیپونکتیــن در بافت های مورد مطالعه بترتیب دارای ارتباط منفی و مثبت 

 AdipoR2 بودند. این در حالیست که تغییرات پروژسترون و استروژن با بیان

بویژه در بافت هیپوفیز ارتباط مثبت داشتند.

مطالعــه ای در خصوص تغییرات بیان ادیپونکتین و گیرنده های آن در 

بافت های عصبی در طول سیکل فحلی گاو در دسترس نمی باشد. از اینرو 

تفســیر تغییرات ژن های سیســتم ادیپونکتین در بافت های عصبی مذکور 

نیازمند تحقیقات گســترده تری می باشد. با این وجود اطلاعات معدودی در 

ســایر گونه ها به غیر از گاو در خصوص بیان ژن های سیســتم ادیپونکتین 

در بخش های مختلف سیســتم عصبی یا تغییرات آنها تحت تأثیر عوامل 

هورمونی متعدد در شــرایط آزمایشــگاهی بدســت آمده اســت. گیرنده 1 

روز سیکل فحلیویژگیبافت جسم زرد

1-45-1415-1718-21

محل تخمک گذاری جدید، سطحبخش خارجی
عدم پوشش با سلول های 
اپی تلیومی، پوشش جزئی 
ناحیه ی تخمک گذاری با 

سلول های لوتئال

پوشیده شده با سلول های 
لوتئال

پوشیده شده با سلول های 
لوتئال و بافت پویندی

پوشیده شده با بافت پیوندی

قهوه ای روشن خرمایی تا قرمز قهوه ایرنگ
نارنجی

زرد روشن تا سفید نارنجی تا زرد پر رنگ

)Cm( 2-2/51-2/82/2-1/61/8-0/4قطر

عروق در حال رشد در راس غیر قابل رویتشبکه عروقی در سطح 
و به میزان کمتر در اطراف

شبکه ی عروقی توسعه یافته 
در راس و اطراف

شبکه ی عروقی در حال 
تحلیل در راس و اطراف

نارنجی تا زردنارنجیقهوه ای، خرماییقرمز خونیراسبخش داخلی

نارنجی قرمز – خرمایی تا قرمز خونی تا قرمز قهوه ایسایر نواحی
نارنجی

زردنارنجی تا زرد

فاصله ی بین جسم زرد و 
استرومای تخمدانی

واضح با ملامسهواضح با ملامسهکاملًا مشخص و مجزاعدم وجود تا بسیار جزئی

خونریزی از جسم زرد در 
زمان برش

+++/--

کاملاًً سفتفشرده تا سفتفشرده و ارتجاعیشل و نرمقوام

25 و دارای ناحیه ی تخمک (mm(قطر فولیکول
گذاری مشخص

5-1510-15<15

.)1980 ،Ireland( جدول 1. تعیین مراحل مختلف سیکل فحلی گاو  براساس خصوصیات مورفولوژیک تخمدان 

روز سیکل فحلیویژگیبافت

21-1718-1415-45-1تونیستیرحم

+--+اندومتریوم

صورتی یا صورتی رنگ قرمز یا قهوه یا صورتیرنگ
پریده

صورتی رنگ پریدهصورتی رنگ پریده

-/+--++ادم

موکوسسرویکس

-/+--+حضور

شفافشفاف تا قهوه ای کدررنگ

شلبستهبستهباز و شلبسته یا باز بودن

.)2002 ،Aroshجدول 2. خصوصیات مورفولوژیک رحم و سرویکس براساس معاینه ظاهری و تعیین مرحله سیکل فحلی گاو بر اساس آن )از

ادیپونکتین و گیرنده های آن در سیکل فحلی گاو 
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ادیپونکتین در بخش های مختلف مغز موش و انسان بطور گستردهای بیان 

می شــود اما بیان گیرنده نوع 2 منحصر به نقاطی خاصی از مغز می باشــد. 

بالاترین میــزان بیان گیرنده 2 ادیپونکتین در هســته های پاراونتریکولار 

می باشــد که در ارتباط با تنظیم هموســتاز انرژی هستند )23(. بیان بالای 

ادیپونکتین در غده هیپوفیز انسان نیز گزارش شده است. در ناحیه دیستال 

هیپوفیز قدامی ادیپونکتین به همراه گیرنده های آن در ســلول های ترشح 

کننده هورمون محرک تیروئیدی )TSH(، هورمون رشــد )GH(، هورمون 

لوتئینــه کننده )LH( و هورمــون محرک فولیکولی )FSH( بیان می شــود 

در حالی که در ناحیه توبولار تنها ادیپونکتین در ســلول های ترشــح کننده 

TSH, LH بیان می شود و بیان گیرنده های ادیپونکتین در این نواحی تایید 

نشده است )23(. بیان بالای گیرنده 1در نورون های هیپوتالاموس جانبی و 

هسته های قاعده ای مینرت گزارش شده است )23(.

در ســلول های گنادوتروپ، ادیپونکتین سبب مهار آزادسازی هورمون 

LH و کاهــش بیان گیرنده GnRH می شــود )19،24(. با توجه به کاهش 

ادیپونکتین پلاسما همزمان با بلوغ در انسان و حیوانات آزمایشگاهی )22( 

و نیــز نقش این هورمون در مهار ترشــح پایه و تحریک شــده GnRH از 

هیپوفیــز )19،24( می توان نقش آن در مهــار عملکرد تولید مثلی را تأیید 

نمود. از این رو شــاید بتوان کاهش بیــان ادیپونکتین در هیپوفیز قدامی و 

هیپوتالاموس در انتهای گامه فولیکولار و پرو استروس که در این مطالعه 

مشــاهده گردید را به اثرات مهاری ادیپونکتیــن در افزایش ناگهانی پیش 

 GnRH و نیز اثر مهاری آن بر بیــان گیرنده های LH از تخمــک گــذاری

نسبت داد. بدین صورت که با کاهش ادیپونکتین در بافت های مذکور اثرات 

مهاری فوق قبل از تخمک گذاری برداشــته می شود. مطالعات انجام شده 

نشــان می دهد که موش های ترانســژن با بیان بــالای ادیپونکتین نابارور 

هستند )16(. براساس شواهد ارائه شده فوق مبنی بر اثر مهاری ادیپونکتین 

بر ســلول های گنادوتروپ به نظر می رسد بخشی از ناباروری در مدل های 

آزمایشگاهی ناشی از اثر مهاری این هورمون بر هیپوفیز باشد. کاهش ترشح 

LH و پالس های هورمون رشــد که در زمان گرســنگی )28( در گاو اتفاق 

می افتــد ممکن اســت از راه افزایش ادیپونکتین در پاســخ به کاهش وزن 

قابل تفسیر باشد که نشانه ای از اثرات ادیپونکتین بر هیپوفیز در سازگاری با 

شرایط گرسنگی می باشد. 

درموش های ترانسژن کوتوله اســنل که دارای جهش درژن Pit-1 و 

نقص درعملکــرد هورمون های هیپوفیز قدامی مانند پرولاکتین، هورمون 

آزادکننده تیروئیدی و هورمون رشد هستند افزایش پلاسمایی ادیپونکتین و 

افزایش حساسیت به انسولین مشاهده شده است )1(. این یافته نشاندهنده 

تأثیرات متقابل هورمون های هیپوفیز و ادیپونکتین می باشــد که به همراه 

عملکرد استروژن و پروژسترون محیطی بر تغییرات ترشحات این هورمون ها 

کنترل وقایع تولید مثلی در بافت های محیطی بویژه تخمدان انجام می شود. 

اگــر چــه در مــورد تأثیر اســتروژن و پروژســترون بر تغییــرات بیان 

ادیپونکتین و گیرنده های آن در بافت مغز اطلاعاتی در دســترس نیســت 

اما مطالعات موجود نشــان می دهد که برداشــت تخمدان در موش ســبب 

 )bp) PCR عدد توافق بانک ژناندازه محصول)C°( دمای ذوب)P( و پروب )R و F( نام ژنتوالی پرایمر 

139NC-00729956F: TCTTCACCTACGACCAGTATCAGAdiponectin

56R: ACATTATCTGCATAGACCCCATTG

60P: TTCACCCTCGTACACCTGGAGCCA

101NM-00103405554F: CTCATCTACCTCTCCATCGTCTG

54R: CCTGCTCTTGTCTGCCGGTGCTTGAdipoR1

60P: CATCTCCGCCATCATCGTGGCGCA

109NM-00104049956F: AGGTCGGGAGCGTCTTGTAG

56R: CATGAACCCCTCATCTTCCTGAGAdipoR2

60P: CATCGCACTCACGCTCCTCCACGC

103NM-17397958F: TGCCCATCTATGAGGGGTACG

58R: CAACGTTCCGTGAGGATCTTCAβ-Actin

60P: CCATGCCATCCTGCGTCTGGACCT

جدول 3.  لیست، توالی و خصوصیات پرایمرها و پروبهای TaqMan  مورد استفاده در این مطالعه.

هیپوتالاموس جانبیهیپوتالاموس میانیهیپوفیز قدامی

AdipoR1AdipoR2ادیپونکتینAdipoR1AdipoR2ادیپونکتینAdipoR1AdipoR2ادیپونکتین

rrr

-0/864**0/1640/597*-0/741**0/1230/613*-0/719**0/2070/547*

0/762**0/1520/572*0/752**0/1370/4410/637*0/1780/420

جدول 4. ارتباط بین بیان ژن های ادیپونکتین، AdipoR1 و AdipoR2 در بافت های هیپوتالاموس و هیپوفیز  با سطح سرمی هورمون های پروژسترون و استرادیول در طول سیکل 
فحلی گاو.
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 L1-3T3 افزایش ادیپونکتین پلاســما و استروژن در ادیپوســیت های رده

سبب سرکوب بیان ادیپونکتین می شوند )10(. این یافته می تواند توجیهی بر 

نتایج این مطالعه مبنی بر وجود رابطه منفی بین تغییرات بیان ادیپونکتین در 

هیپوفیز و هیپوتالاموس و استروژن سرمی باشد. 

در پایان نتایج این تحقیق نشان داد که بیان ادیپونکتین و گیرنده  های 

آن در بافت های هیپوفیز و هیپوتالاموس گاو ماده در طول ســیکل فحلی 

و همزمان با تغییرات هورمون های استرادیول و پروژسترون تغییر می کند. 

با توجه به مطالعات موجود در خصوص نقش مهاری ادیپونکتین بر ترشح 

هورمون هــای GnRH و LH در هیپوتالامــوس و هیپوفیز می توان حلقه 

هورمونی نوینی بین اســترادیول، پروژســترون، هورمون های مترشحه از 

هیپوفیز و ادیپونکتین در کنترل وقایع تولید مثلی در گاو مفروض دانســت. 

احتمالًا همزمان با افزایش ترشح استرادیول تخمدانی در اواخر گامه لوتئال 

و پرو استروس اثر مهاری استروژن بر بیان ادیپونکتین در بافت های هیپوفیز 

و هیپوتالاموس تشــدید می شــود. این وضعیت می تواند منجر به کاهش 

اثر سرکوبی ادیپونکتین بر ترشــح LH و GnRH در بافت های هیپوفیز و 

هیپوتالاموس گردد و امکان افزایش هورمون های اخیر همزمان با استروس 

را فراهم نماید.
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Abstract:
BACKGROUND: Adiponectin is one of the most important adipocytokines that regulate 

male and female fertility via AdipoR1 and AdipoR2 receptors. Recently expression of 
adiponectin system and its negative regulatory role on hypothalamus-pituitary axis have 
been confirmed. OBJECTIVES: No information is available about the expression pattern of 
adiponectin and its receptors in hypothalamus-pituitary axis in domestic animals. Here for 
the first time, we studied hypothalamus-pituitary adiponectin system gene expression in 
different stages of bovine estrous cycle. METHODS: Anterior pituitary and hypothalamus 
were collected from Holstein cow at the local abattoir. The estrous cycle was classified 
to four phases (proestrous, metstrous, early luteal and late luteal) based on macroscopic 
examination of ovaries and uteri. Gene expression analysis of adiponectin and its recep-
tors was done using quantitative real time PCR (qPCR Probe MasteKit) and according 
to the comparative 2-ΔΔCt method. E2 and P4 levels were measured using ELISA method. 
RESULTS: Our results demonstrated that adiponectin and its two receptors were expressed 
in pituitary and hypothalamus of cyclic cow. Maximal expression of adiponectin was ob-
served in early luteal phase, while it was expressed at minimal level during the proestrous 
stage. We observed no significant changes in the expression of AdipoR1 in both tissues at 
different stages of estrous cycle. The highest expression of AdipoRII in both tissues was 
detected during the proestrous stage, while it expressed at minimal level during the late 
luteal phase. E2 and P4 had respectively negative and positive correlations with adiponec-
tin expression levels in hypothalamus and pituitary. CONCLUSIONS: Based on our results 
that demonstrated adiponectin was minimally expressed at proestrous stage and other data 
about the negative action of adiponectin on LH secretion from pituitary, we concluded that 
adiponectin may has role in the hormonal function of this axis during the estrous cycle.
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Figure Legends and Table Captions
Figure 1. Electrophoresis of PCR products. Adiponectin in anterior pituitary (3), lateral hypothalamus (4) and median hypothalamus 
(5). AdipoR1 in anterior pituitary (6), lateral hypothalamus (7) and median hypothalamus (8). AdipoR2 in anterior pituitary (9), 
lateral hypothalamus (10) and median hypothalamus (11). 1: DNA sized marker 100 bp, negative control without cDNA.
Graph 1. Expression of adiponectin, AdipoR1 and AdipoR2 genes in anterior pituitary.
Graph 2. Expression of adiponectin, AdipoR1 and AdipoR2 genes in median hypothalamus.
Graph 3. Expression of adiponectin, AdipoR1 and AdipoR2 genes in lateral hypothalamus.
Table 1. Determination of estrous cycle stages based on morphology of ovaries.
Table 2. Determination of estrous cycle stages based on morphology of uterus and cervix.
Table 3. Primers and probes sequences, used in this study.
Table 4. Correlations between expression of target genes in hypothalamus and pituitary tissues and sex hormones.


