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Abstract 
Objective: Immunohistochemical localization and immunoreactivity of insulin-like growth 
factor-I (IGF-I) were investigated during the ovarian developmental stages in Persian stur-
geon. In addition, the effects of growth hormone and thyroxine were investigated on IGF-I 
immunoreactivity in vitro. 
Materials and Methods: Ovarian samples were taken from two brood stocks (caught 
from the sea and from a river) during their reproductive migration and at three different de-
velopmental stages based on their polarization index (PI). The effects of two hormones on 
IGF-I immunoreactivity were studied at two ovarian developmental stages (PI > 0.1 and 
PI < 0.07). In both experiments the immunoperoxidase method was performed in order to 
detect immunohistochemical localization and immunoreactivity of IGF-I.
Results: Immunohistochemical localizations of IGFI were detected in the follicular lay-
ers. There was no significant immunoreactivity difference between the two brood stocks, 
however in the river brood stock IGF-I immunoreactivity was more intense in the ovaries 
with PI < 0.07 than of PI > 0.1 (p < 0.05). Growth hormone (10 ng/ml) increased IGF-I im-
munoreactivity in ovarian samples from the river brood stock when their PI was less than 
0.07, however thyroxine had not such effect (p < 0.05).
Conclusion: Our results showed that IGF-I is present in the ovaries of Persian sturgeon 
and its reactivity is different among their gonadal development stages. This may support 
a role for IGF-I during reproductive physiology in female brood stocks of the Persian stur-
geon. Moreover, growth hormone is a potential hormone to increase IGF-I immunoreactiv-
ity in the ovaries of this species.
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مقدمه
(Insulin-Like Growth Factor-I; IGF-I) فاكتور رشد شبه انسولين يك

مي باشد    7  kDaمولكولي وزن  با  آمينه  اسيد   70 از  متشكل  پپتيدي 
اين  نقش   .(2  ،1) است  پروانسولين  با  مرتبط  ساختماني  نظر  از  كه 
جذب  شامل  جانوران  سلولي  فرايندهاي  آنابوليك  در  پروتئين 
توليد  اصلي  مكان   .(3) مي باشد  تكامل  و  رشد  ميتوز،  تقسيم  مواد، 
هورمون  تاثير  تحت  آن  رها سازي  و  سنتز  كه  بوده  كبد  عامل،  اين 
بسياري  در   IGF-I كبدي،  منشأ  به جز   .(4-6  ،1) مي باشد  رشد 
اتوكرين-  به صورت   و  موضعي  طور  به  نيز  ماهيان  بافت هاي  از 
ژن  رونويسي   .(7  ،6  ،1) مي گردد  رها سازي  و  ساخته  پاراكرين، 
IGF-I در بسياري از بافت ها از جمله كبد، پانكراس، لوله گوارش، 
مغز  و  چشم  بيضه،  تخمدان،  آبشش،  كليه،  قدامي  قسمت  كليه، 
نسبت  ايمني  واكنش  علاوه  به  شده است.  مشخص  استخواني  ماهيان 

مكان يابي و بررسي شدت واكنش ايمني فاكتور رشد شبه انسولين - 1 در بافت تخمدان 
مولدين تاس ماهي ايراني و تاثير هورمون هاي رشد و تيروكسين بر بيان آن 

 In Vitro در شرايط
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چكيده 
 (Insulin-Like Growth Factor-I ; IGF-I) هدف: تعيين مكان و بررسي شدت واكنش ايمني فاكتور رشد شبه انسولين يك *
به صورت موضعي در بافت تخمدان تاس ماهي ايراني و تعيين اثر هورمون رشد و تيروكسين در شرايط in vitro بر ميزان شدت 

واكنش ايمني IGF-I در اين بافت.
* مواد و روش ها: بافت تخمدان با توجه به شاخص قطبي شدن هسته (Polarization Index; PI) از دو گروه از مولدين 
دريايي و رودخانه اي و در سه مرحله رسيدگي جنسي، اخذ و ميزان بيان پپتيد مورد بررسي قرار گرفت. همچنين تاثير دو هورمون 
رشد وتيروكسين بر ميزان واكنش ايمني در اين بافت و در دو مرحله رسيدگي در شرايط in vitro بررسي شد. مكان  و شدت 

بيان پپتيد با استفاده از روش ايمونوهيستوشيمي (ايمونوپراكسيداز) مطالعه گرديد.
* يافته ها: واكنش ايمني نسبت به IGF-I در لايه هاي فوليكولي مشاهده گرديد. بين دو گروه از مولدين تفاوت معني داري از 
نظر شدت بيان پپتيد مشاهده نگرديد ولي در مولدين رودخانه اي شدت بيان در مرحله با شاخص قطبي شدن كمتر از 0/07 بيشتر 
از مرحله با شاخص بيشتر از 0/1 بود (p <0/05). هورمون رشد در غلظت10 نانوگرم بر ميلي ليتر ميزان واكنش ايمني بيشتري 
را در تخمدان  با شاخص PI كمتر از 0/07 در مولدين رودخانه اي نسبت به ساير مراحل به وجود آورد. در عين حال تيروكسين 

 .(p <0/05) تاثيري در تغيير بيان پپتيد نداشت
 IGF-I در تخمدان به  صورت موضعي بيان شده و بيان آن در مراحل مختلف متفاوت مي باشد، بنابراين IGF-I :نتيجه گيري *

نقشي در مراحل انتهايي رسيدگي جنسي تاس ماهي ايراني دارد. هورمون رشد توان افزايش بيان پپتيد در بافت تخمدان را دارد.

* كليدواژگان: تاس ماهي ايراني، فاكتور رشد شبه انسولين يك، تخمدان، ايمونوهيستوشيمي  
فصلنامه پزشكى ياخته، سال يازدهم، شماره 4، زمستان 88، صفحات: 432-441

مقاله اصيل

سرتولي  سلول هاي  و  تخمدان  در  گرانولوزا  سلول هاي  در   IGF-I به 
بافت ها  ساير  همراه  به  تيلاپيا  ماهي  بيضه  در  اسپرماتوسيت ها  و 
هورمون  به  پاسخ  در   IGF-I ژن  رونويسي   .(7) شده است  مشاهده 
مي گيرد  انجام   (9  ،8) پستانداران  و   (6) ماهيان  كبد  بافت  در  رشد 
پاسخ گويي  چنين  آبشش ها  به جز  ماهيان  بافت هاي  ساير  در  ولي 
قزل آلاي  در  اخير  مطالعات  وجود  اين  با   .(6) است  نشده  مشاهده 
جمله  از  بافت ها،  از  بسياري  در  كه  داده  است  نشان  رنگين كمان 
تزريق  به  پاسخ  در   IGF-I ژن  بيان  استخواني،  ماهيان  تخمدان  در 
بيان  تيلاپيا  ماهي  در  همچنين   .(10) مي يابد  افزايش  رشد  هورمون 
 in vitro شرايط  در   T3 هورمون  به  پاسخ  در  كبد  در   IGF-I ژن 
رشد  فاكتور   .(11) يافته  است  افزايش  معني دار  به طور   in vivo و 
اعمالي  دارنده  است:  متمايز  ويژگي  سه  داراي  يك  انسولين  شبه 
چربي  بافت  در  تيميدين)،  و  سولفات  رشد (فاكتور  هورمون  به  شبيه 
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كشت  محيط  در  و  انسولين  به  شبيه  ويژگي هاي  دارنده  وعضلات 
.(12) مي باشد  ميتوژنيك  خاصيت  دارنده 

و  استخواني  ماهيان  در  بيضه ها  و  تخمدان  اعمال 
هيپوفيز  گنادوتروپين هاي  توسط  نه  تنها  ماهيان  ساير 
مي شود  كنترل   (Gonadotropin Hormone-I & II, GtH-I, II)
شكل  به  كه   - رشد  فاكتورهاي  و  ديگر  هورمون  چندين  بلكه 
ارتباط  اين  در   - مي نمايند  عمل  پاراكرين  و  اتوكرين  اندوكرين، 
احتمال  وجود  بر  دلالت  شواهد  برخي   .(14  ،13) دارند  نقش 
ماهيان  جنسي  رسيدگي  فرايندهاي  در   IGF سيستم  تاثير گذاري 
جنسي  رسيدگي  زمان  در  گردش،  در   IGF-I تغييرات  وجود  دارد. 
طي  در  تخمدان  در   IGF-I گيرنده هاي  وجود   ،(15  ،2) ماهيان 
ماهيان  تخمدان  توانايي   ،(17  ،16  ،13) توليدمثل  مختلف  مراحل 
ميزان  تغيير   ،(18-21  ،10  ،7) موضعي   IGF-I توليد  در  استخواني 
و  زرده سازي  از  پس  مراحل  در   IGF اتصالي  پروتيين هاي  بيان 
رسيدگي نهايي در قزل آلاي رنگين كمان (22) از جمله شواهد اين 

مي باشند.  ادعا 
يكي  و  استخواني  غضروفي-  ماهيان  از  ايراني،  تاس ماهي 
مي باشد  ايران  در  بالا  تجاري  و  حفاظتي  ارزش  با  گونه هاي  از 
سازي  رها  و  تكثير  آن  طبيعي  ذخاير  حفظ  منظور  به   هرساله  كه 
 IGF-I كه  داده  نشان  ايراني  تاس ماهي  در  قبلي  مطالعات  مي شوند. 
رسيدگي  القاي  و  ميوزي  توقف  رفع  توانايي   in vitro شرايط  در 
وجود همبستگي مثبت بين  دارد (23). همچنين  اووسيت ها را  نهايي 
مقادير سرمي IGF-I و درصد لقاح در اين گونه گزارش شده  است 

(24). هدف از انجام اين تحقيق پاسخ به سوالات زير مي باشد: 
تاس ماهي  جنسي  رسيدگي  انتهايي  مراحل  در   IGF-I آيا   -
چه  در  مي باشد؟  تخمدان  بافت  در  موضعي  توليد  داراي  ايراني 

دارد؟  وجود  پپتيد  اين  مكان هايي 
in vitro تحت  - بيان موضعي آن در بافت تخمدان در شرايط 

مي گيرد؟ قرار  هورمون هايي  چه  تاثير 

مواد و روش ها 
بررسي  و  مكان  تعيين  منظور  به  زير  شرح  به  آزمايش  دو 
تخمدان هاي  تكامل  انتهايي  مراحل  در   IGF-I موضعي  تغييرات 
رودخانه اي  و  دريايي  مولدين  از  گروه  دو  در  ايراني  تاس ماهي 
رشد  هورمون هاي  تاثير  بررسي  همچنين  شد  انجام  اول)  (آزمايش 
تخمدان  بافت  در   IGF-I پپتيد  موضعي  بيان  ميزان  در  تيروكسين  و 
گرفته  نظر  در  دوم)  (آزمايش  تخمداني  تكامل  انتهايي  مراحل  در 
شد. نحوه رفتار با مولدين مورد استفاده در طي آزمايش بر اساس 
تربيت  دانشگاه  طبيعي  منابع  دانشكده  پژوهشي  كميته  تصويب 

گرفت. انجام  مدرس 

تهيه بافت
هم زمان  و  بهار  فصل  طي  در  مولدين  از  نمونه برداري  و  صيد 
اول  آزمايش  در  گرفت.  انجام  آنها  تخم ريزى  مهاجرت  با 
صيدگاه  از  مولد  قطعه  پنج  تعداد  شده،  صيد  مولدين  ميان  از 
(مولدين  خزر  درياي  در  شيلات   2 ناحيه  در  واقع  كياشهر 
(مولدين  رود  سفيد  رودخانه  از  مولد  قطعه  پنج  و  دريايى) 
رودخانه،  دهانه  از  كيلومتر   1 حدود  فاصله اى  در  رودخانه اى) 
پس  مولدين  گرفت.  قرار  استفاده  مورد  بررسي  اين  انجام  براى 

ماهيان  پرورش  و  تكثير  مركز  به  و  شده  پلاك گذاري  صيد،  از 
استخر  در  تكثير  زمان  تا  و  منتقل  (رشت)  سنگر  سد  خاوياري 
سانتي گراد،  درجه   15±1 دماي  و  ثابت  آب  جريان  با  كورانسكي 
هسته  شدن  قطبي  شاخص  از  شدند.  نگهداري  تغذيه  بدون 
مرحله  تعيين  براي  مبنايي  عنوان  به   (Polarization Index: PI)
اووسيت  نمونه هاي  شد (25).  استفاده  مولد  هر  در  تخمدان  تكاملي 
مرحله:  سه  در   PI شاخص  به  توجه  با  مولد  هر  تخمدان  بافت  از 
زمان   ،(PI>0/1  ) تكثير  مركز  به  مولدين  انتقال  و  صيد  زمان 
فلزي  سوند  از  استفاده  با  تكثير،  زمان  و   (PI<0/07) هيپوفيز تزريق 
آزمايش  در  شد.  گرفته  چپ  سمت  تخمدان  مياني  بخش  از   (25)
هسته اي  موقعيت  دو  در  قطعه   4 از  نياز  مورد  تخمدان  بافت  دوم 
گرديد.  تهيه  موقعيت)  هر  در  قطعه  (دو   PI>  0/1 و   PI<0/07
ماهيان  تحقيقات  بين المللي  انستيتو  در  بافت  آماده سازي  مراحل 

شد. انجام  (رشت)  خاوياري 

مطالعه ايمونوهيستوشيمي 
بافت  در   IGF-I پپتيد  موضعي  بيان  ميزان  و  مكان  تعيين  منظور  به 
بر  ايمونوهيستو شيمي  رنگ آميزي  از  آزمايش،  دو  هر  در  تخمدان 
شرح  به  تغييرات  كمي  با   (26  ،17) ايمونوپراكسيداز  روش  اساس 
نمونه برداري  از  پس  بلافاصله  تخمدان  بافت  گرديد.  استفاده  زير 
در  تثبيت،  ساعت   48 از  پس  و  منتقل  بوئن  كننده  تثبيت  محلول  به 
شفاف سازي  زايلين  در  آب گيري،  اتانول  رقت هاي  افزايشي  سري 
هر  در  و  مولد  هر  از  اول  آزمايش  در  شد.  قالب گيري  پارافين  در  و 
برش هاي  گرفت.  قرار  بررسي  مورد  اووسيت  عدد   5 تعداد  مرحله 
سيلان  به  آغشته  لام هاي  روي  بر  و  تهيه  ميكرومتر  ضخامت 5  با  بافتي 
داده شدند.  قرار   (Sigma Chemical Co. A3648; USA)
آب دهي  و  زايلين  در  پارافين زدايي  از  پس  بافتي  برش هاي 
نمكي فسفات  بافر  با  الكل،  كاهشي  رقت هاي  سري  در 

به  و  شست وشو   (Phosphate Buffered Saline: PBS)
ثانيه   30 به  مدت  بافتي،  پراكسيداز  فعاليت  غيرفعال سازي  منظور 
از  پس  قرار داده شدند.  درصد   3 پراكسيدهيدروژن  محلول  در 
بافت  غيراختصاصي  مكان هاي   ،PBS در  مجدد  شست وشوي 
گاوي سرم  آلبومين  درصد  يك  حاوي   PBS بافر  از  استفاده  با 

(Bovine Serum Albumin; BSA) و 20 درصد سرم نرمال بز مسدود 
گرديدند. از آنتي بادي پلي كلونال تهيه شده بر ضد IGF-I نوتركيب انساني 
در خرگوش (Novozymes GroPep Co. PABCa, Australia)، به 
مدت 2  به  ابتدا  لام ها  شد.  استفاده  رقت 1:300  با  اوليه  بادي  آنتي  عنوان 
 PBS ساعت در اتاقك مرطوب با آنتي بادي اوليه انكوبه گرديدند و بعد با
شست وشو داده شدند. هم زمان در هر  نمونه يك برش به  عنوان شاهد منفي 
در  قرار گرفت.  استفاده  مورد  واكنش  بودن  اختصاصي  تشخيص  جهت 
شاهدهاي منفي از سرم نرمال خرگوش به جاي آنتي بادي اول استفاده شد. 
همچنين از آنتي بادي تهيه شده بر عليه ايمونوگلوبولين G خرگوش در بز 

متصل به آنزيم پراكسيداز
polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins HRP (Da-
kocytomation Co. P0448, Denmark) 

دقيقه   40 مدت  به   لام ها  شد.  استفاده  دوم  بادي  آنتي  عنوان  به 
و  انكوبه   1:100 رقت  با  دوم  آنتي بادي  با  مرطوب  اتاقك  در 
با  آنتي ژن  به  اتصال  مكان هاي   ،PBS با  شست وشو  از  پس 
تتراهيدروكلريد دي آمينو بنزيدين   -3' و   3 سوبستراي  از  استفاده 

فاكتور رشد شبه انسولين در بافت تخمدان تاس ماهي
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(Diaminobenzidine tetrahydochloride: DAB و -´3 ,3) آشكار 
اين   .(DakoCytomation Co., S3000, Denmark) گرديدند 
مطالعه  مراحل  گرفت.  انجام  هيدروژن  پراكسيد  مجاورت  در  واكنش 
پزشكي  دانشكده  بيوتكنولوژي  آزمايشگاه  در  ايمونوهيستوشيمي 

دانشگاه تربيت مدرس انجام شد.

بررسي ميزان بيان موضعى IGF-I در اووسيت ها در پاسخ 
(in vitro در شرايط) به هورمون هاي رشد و تيروكسين

لايه هاي  با  همراه  اووسيت ها  جداسازي  از  پس  آزمايش  اين  در 
اووسيت  عدد   5 تعداد  آزمايشي  واحد  هر  ازاي  به  آنها،  فوليكولي 
حفره اي   24 پلت هاي  به  هسته اي  موقعيت هاي  از  يك  هر  در 
پايه  كشت  محيط  ميلي ليتر   1 حاوي   ،(Falcon Co. 3043, USA)
انتقال   (L-15, Sigma Chemical Co. L5220, USA) ليبوويتز 
داده  شد. به محيط كشت پايه، بافر هپس (5 ميلي مولار)، استرپتومايسين 
(100 ميلي گرم در ليتر) و پني  سيلين (70 ميلي گرم در ليتر) افزوده شد 
 30 و    0/5 غلظت هاي  شامل  شده  استفاده  هورموني  تيمارهاي   .(23)
 Sigma-Aldrich, T- 2376,) نانوگرم بر ميلي  ليتر هورمون تيروكسين
نانوگرم بر ميلي ليتر هورمون رشد  USA) و غلظت هاي 0، 10 و 100 
 Norditropin, Novo Nordisk Co. DK-2880,) نوتركيب انساني
Denmark) بود. غلظت هاى مورد استفاده هورمون  تيروكسين بر اساس 
غلظت هاى فيزيولوژيك اين هورمون در تاس ماهى درياچه اى (27) و 
گونه  چند  در  آن  پلاسمايى  غلظت  به  توجه  با  رشد  هورمون  غلظت 
ماهى در زمان رسيدگى جنسى آنها (5، 30-28) انتخاب شد. هورمون 
تيروكسين  ابتدا در اتانول خالص حل سپس غلظت هاى مورد نظر در 
شده  گرفته  نظر  در  واحدهاي  به  برابر  حجم هاى  در  و  تهيه  مقطر  آب 
موقعيت  دو  هر  در  انكوباسيون  زمان  مدت  گرديد.  افزوده  پلت  در 
انجام  سانتي گراد   درجه   17  ±  0/5 دماي  در  و  ساعت   36 هسته اي، 
گرفت. پس از طي مدت زمان در نظر گرفته شده ، اووسيت ها بلافاصله 
آماده  تثبيت،  ساعت  از 48  پس  و  منتقل  بوئن  كننده  تثبيت  محلول  به 
تكرار  سه  در  آزمايش  اين  گرديدند.  ايمونوهيستوشيمي  مطالعه  براي 

انجام پذيرفت.

آماري روش هاي  و  امتيازدهي 
در  شده  ايجاد  ايمني  واكنش  شدت  ميزان  آزمايش  دو  هر  در 
IGF-I در اووسيت ها  نمونه هاي مختلف كه نشان دهنده ميزان بيان 
رنگ  شدت  به  توجه  با   +5 تا   0 امتيازهاي  برحسب  و  تعيين  بود، 
اندكي  با  كه   -  1 جدول  از  استفاده  با  و   DAB توسط  شده  ايجاد 
 - است  ايمونوهيستوشيمي  مطالعات  برخي  از  برگرفته  تغييرات 

 .(32 گرديد (31،  مشخص 
انجام  مقايسه هاي  كمي،  داده هاي  نرمال  توزيع  به  توجه  با 
پايه  طرح  زمان،  در  پلات  اسپليت  آزمايشي  طرح  قالب  در  شده 
عامل  و  صيد  محل  اصلي  عامل  كه  شد  انجام  تصادفي  صورت  به 
آزمون  اساس  بر  ميانگين ها  مقايسه  بود.  نمونه برداري  زمان  فرعي 
قالب  در  نيز  دوم  آزمايش  پذيرفت.  انجام  دانكن،  دامنه اي  چند 
گرفت.  انجام  تكرار  سه  با  زمان  در  پلات  اسپليت  آماري  طرح 
عامل  و  سطح  پنج  در  شده  استفاده  هورمون هاي  دوز  اصلي  عامل 
فرعي موقعيت هسته در دو سطح (PI > 0/1 ،PI < 0/07) در نظر 
بررسي  اووسيت  عدد   6 تعداد   ، واحد  هر  تكرار  سه  از  شد.  گرفته 
آزمايشي  واحد  آن  امتياز  به عنوان  آمده  دست  به  امتياز  ميانگين  و 

چند  آزمون  با  نيز  آنها  ميانگين هاي  مقايسه  شد.  گرفته  نظر  در 
 5 حداقل  سطح  در  آماري  مقايسه ها  تمام  و  انجام  دانكن  دامنه اي 

گرفت. انجام  درصد 
شده  ايجاد  ايمني  واكنش  شدت  اساس  بر  امتيازدهي  نحوه   :1 جدول 
اووسيت هاي تاس ماهي ايراني (برگرفته شده  فوليكولي  در لايه هاي 

تغييرات) كمي  با  و 23  منابع 13  از 

امتيازتوصيف شدت واكنش ايمني
0بدون رنگ

+1لايه زرد كم رنگ و پراكنده
+2زرد كم رنگ و سرتاسري

+3زرد كم رنگ با لكه هاي قهوه اي پراكنده
+4قهوه اي

+5قهوه اي پررنگ

ها  يافته 
IGF-I بيان  مكان هاي 

واكنش ايمني نسبت به IGF-I به طور عمده در سلول هاي سوماتيك 
لايه هاي فوليكولي مشاهده گرديد. اختصاصي بودن واكنش ها در مقاطع 
بافتي تهيه شده، با عدم ايجاد واكنش ايمني در مقاطع شاهد منفي همان 
نمونه ها اثبات گرديد (شكل 1ب). واكنش ايمني نسبت به IGF-I در 
لايه هاي فوليكولي، بيشتر در لايه گرانولوزا  اووسيت ها مشاهده گرديد. 
بيشتر  پراكندگي  و  كمتر  شدت  با  واكنش  اين  تكا  لايه  در  همچنين 
مشاهده شد (شكل1الف و د). در سيتوپلاسم اووسيت هاي مطالعه شده، 
واكنش ايمني در برخي از نمونه ها به صورت پراكنده در اطراف هسته 
نيز مشاهده گرديد (شكل1 الف) ولي در ساير قسمت هاي سيتوپلاسمي، 
هيچ واكنش ايمني مشاهده نشد. در نمونه هاي مرحله سوم نمونه برداري 
(زمان تكثير) با توجه به اووله شدن اووسيت ها و جدا شدن تخمك ها 
مشاهده  نمونه ها  در  ايمني  واكنش  گونه  هيچ  فوليكولي،  لايه هاي  از 
تنها  ايمني  واكنش  تغييرات  روند  مقايسه  بنابراين  (شكل1ج).  نگرديد 
در دو مرحله صيد و تزريق هيپوفيز صورت گرفت كه اووسيت ها واجد 
واكنش  شدت  و  پراكندگي  ديگر  طرف  از  بودند.  فوليكولي  لايه هاي 
واكنش  شدت  ميزان  بيشترين  كه  گرانولوزا  لايه  در  شده  ايجاد  ايمني 
در نمونه ها را داشت، در قسمت هاي مختلف هر برش و در طي مراحل 
كاملا  تا  غيريك نواخت  پراكندگي  داراي  كه  داد  نشان  نمونه برداري 

يك نواخت بوده است.

از  گروه  دو  تخمدان  در   IGF-I موضعي  بيان  تغييرات  روند 
نمونه برداري مراحل  طي  در  و  مولدين 

گروه  دو  در   IGF-I موضعي  بيان  واريانس  تجزيه  نتايج 
دو  بين  كه  داد  نشان  نمونه برداري  مراحل  طي  در  و  مولدين  از 
معني داري  تفاوت  رودخانه  و  دريا  از  شده  صيد  مولدين  گروه 
مراحل  بين  ولي  ندارد،  وجود   IGF-I موضعي  بيان  ميزان  نظر  از 
درصد   1 سطح  در  تفاوت  هيپوفيز،  تزريق  و  صيد  نمونه برداري 
در  ايمني  واكنش  شدت  ميزان  ميانگين هاي  مقايسه  است.  معني دار 
نشان  تزريق هيپوفيز،  مرحله صيد و  مولدين در طي دو  گروه از  دو 
IGF-I در لايه هاي فوليكولي در طي اين  دهنده روند افزايشي بيان 

 .(1 (نمودار  است  مرحله  دو 
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مولدين  فوليكولي  لايه هاي  در  موضعي   IGF-I بيان  ميانگين 
صيد شده از رودخانه در مرحله تزريق هيپوفيز در سطح 5 درصد به 
طور معني دار بيشتر از مرحله صيد است در صورتي كه اين مقايسه 

در مولدين صيد شده از دريا معني دار نمي باشد (نمودار 1).

B
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صيد تزريق هيپوفيز

B
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مولدين  از  گروه  دو  در   IGF-I موضعي  بيان  تغييرات  روند   :1 نمودار 
مرحله  در  نمونه برداري.  مراحل  طي  رودخانه  و  دريا  از  شده  صيد 
صيد شاخص قطبي شدن هسته (PI> 0/1) و در زمان تزريق هيپوفيز 
( PI< 0/07).  ميانگين ها (± SEM) كه داراي حروف مشترك هستند در 

سطح 5 درصد تفاوت معني دار ندارند.

موضعي  بيان  در  تيروكسين  و  رشد  هورمون هاي  تاثير 
IGF-I در كشت اووسيت ها

و  رشد  هورمون هاي  اثر  آزمايش  واريانس،  تجزيه  نتايج 
اووسيت ها  فوليكولي  لايه  هاي  در   IGF-I بيان  ميزان  بر  تيروكسين 

 PI>0/1 و در حال مهاجرت PI < 0/07 با موقعيت هسته اي غشايي
داراي   IGF-I بيان  ميزان  هسته  اي،  موقعيت  دو  بين  كه  داد  نشان 
ميانگين  كه  به  طوري  مي باشد.  1درصد  سطح  در  معني دار  تفاوت 
موقعيت  در  شده  اعمال  تيمارهاي  اثر  در  موضعي   IGF-I بيان  ميزان 
موقعيت  در  تيمارها  اين  تاثير  از  بيشتر  معني  دار  طور  به  غشايي  هسته 

هسته در حال مهاجرت بوده است (نمودار 2). 
تيمارهاى  بين  درصد   5 سطح  در  معني  داري  تفاوت  همچنين 
ميانگين هاي  مقايسه  بررسي  گرديد.  مشاهده  شده  استفاده  هورموني 
دوز  در  رشد  هورمون  كه  داد  نشان  آزمايش  اين  از  آمده  دست  به 
ايمني  واكنش  ايجاد  موجب  ميلى ليتر)  بر  نانوگرم   10) فيزيولوژيك 
فارماكولوژيك  دوز  و  شاهد  به  نسبت  فوليكولي  لايه هاي  در  بيشتري 
است.  شده  هسته اي  موقعيت  دو  هر  در  ميلى ليتر)   بر  نانوگرم   100)
هورمون  ميلى ليتر)  بر  نانوگرم   10) بين   تنها  معني دار  تفاوت  چه  اگر 
بر  نانوگرم  دوز 100  و  شاهد  به  نسبت  غشايي  هسته  موقعيت  در  رشد 
ميلى ليتر اين هورمون در موقعيت هسته در حال مهاجرت ديده مي شود 
شده  استفاده  دوز  درهر  تيروكسين  هورمون  همچنين  الف).  (نمودار 3 
به  نسبت  ايمني  واكنش  كاهش  موجب  هسته اي  موقعيت  دو  هر  در  و 
شاهد در لايه هاي فوليكولي شده است (نمودار 3 ب). با اين وجود تنها 
موقعيت  در  ميلى ليتر)  بر  نانوگرم   30) تيروكسين  فارماكولوژيك  دوز 
هسته در حال مهاجرت به طور معني دار، واكنش ايمني كمتري نسبت 
به شاهد و دوز فيزيولوژيك (5 نانوگرم بر ميلى ليتر) در موقعيت هسته 
دوز  در  تيروكسين  و  رشد  هورمون  دو  بين  است.  نموده  ايجاد  غشايي 
موقعيت  در  بيشتري  معني دار  تاثير  داراي  رشد  هورمون  فيزيولوژيك، 
هسته غشايي نسبت به تاثير هورمون تيروكسين در موقعيت هسته در حال 

از  قبل  فوليكولي  لايه هاي  با  همراه  اووسيت  الف.  ايراني.  ماهي  تاس  اووسيت  فوليكولي  لايه هاي  در  ايمني  واكنش   :1 شكل 
تخم ريزي. ب. عدم ايجاد واكنش ايمني در لايه هاي فوليكولي شاهد منفي. ج. تخمك پس از اوولاسيون. د.  تفاوت در شدت بيان 
 ZRI ,لايه فوليكولي FL . x40 تصوير د با بزرگ نمايي ،x10 پپتيد در لايه هاي گرانولوزا و تكا. تصاوير الف - ج با بزرگ نمايي
گرانولوزا،  لايه زونارادياتاي داخلي، ZRE لايه زونارادياتاي خارجي، P لايه رنگ دانه اي, GV هسته، CY سيتوپلاسم، GL لايه 

TL لايه تكا.
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مهاجرت بود. همچنين دوز فارماكولوژيك هورمون رشد در موقعيت 
هسته غشايي داراي تاثير معني دار بيشتري نسبت به دوز فارماكولوژيك 

تيروكسين در موقعيت هسته در حال مهاجرت بوده است. 
2

1/5

1

0/5

(+)
ي 

يمن
ش ا

اكن
ت و

شد

موقعيت هسته
هسته غشاييهسته مهاجر

B

A

نمودار 2: ميانگين (± SEM) تاثير هورمون هاي رشد و تيروكسين در دو 
 (PI < 0/07 ) و غشايي شدن (PI > 0/1)  موقعيت هسته در حال مهاجرت
بر بيان موضعي IGF-I در لايه هاي فوليكولي اووسيت هاي تاس ماهي 
ايراني. ميانگين ها (± SEM) با حروف متفاوت داراي تفاوت معني دار در 

سطح 5 درصد مي باشند. 
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بر  ب.  تيروكسين،  الف.  رشد.  هورمون  مختلف  دوزهاي  تاثير  نمودار 3: 
بيان موضعي IGF-I در دو موقعيت هسته  در حال مهاجرت (PI > 0/1) و 
غشايي شدن (PI < 0/07). ميانگين ها (± SEM) با حروف متفاوت داراي 

تفاوت معني دار در سطح 5 درصد مي باشند.

بحث
نمونه،  هر  منفي  كنترل هاي  در  ايمني  واكنش  ايجاد  عدم 
در  شده  استفاده   IGF-I آنتي  اتصال  بودن  اختصاصي  دهنده  نشان 
است.  نمونه   در  موجود   IGF-I به  ايمونوهسيتوشيمي  بررسي هاي 

به  فوليكولي  لايه هاي  در   IGF-I به  نسبت  ايمني  واكنش  وجود 
در  واكنش  اين  همچنين  شد.  مشاهده  گرانولوزا  لايه  در  عمده  طور 
هسته  مجاورت  در  اووسيت ها  سيتوپلاسم  در  و  تكا  لايه  سلول هاي 
به  نتايج  گرديد.  مشاهده  نمونه ها  از  برخي  در  پراكنده  صورت  به 
فوليكولي  لايه هاي  در   IGF-I موضعي  بيان  مطالعات  از  آمده  دست 
نتايج  با  ايمونوهيستوشيمي  روش  از  استفاده  با  ايراني  ماهي  تاس 
طلايي، سر  دريايي  21)سيم   ،7) تيلاپيا  ماهي  در  آمده  دست  به 

دارد.  مطابقت   ،(20) قرمز  دريايي  سيم  و   (17)  Sparus aurata
لايه  در  تنها  واكنش  اين  قرمز،  دريايي  سيم  و  تيلاپيا  در  چه  اگر 
واكنش  اين  سرطلايي  دريايي  سيم  در  ولي  شده  گزارش  گرانولوزا 
در  همچنين  است.  شده  مشاهده  تكا  و  گرانولوزا  لايه  دو  هر  در 
لايه هاي  در   IGF-I به  نسبت  ايمني  واكنش  پستانداران  از  برخي 
است  شده  گزارش  گرانولوزا  لايه  در  تنها  تخمدان،  فوليكولي 
علاوه   IGF-I به  نسبت  ماهيان  اووسيت هاى  در  ايمني  واكنش   .(33)
سيتوپلاسم  در  طلايي  دريايي  سيم  ماهي  در  فوليكولي،  لايه  دو  بر 
اووسيت ها نيز به صورت پراكنده گزارش شده است (17). چنين به 
 IGF-I گرانولوزا محل اصلي توليد و يا ذخيره  نظر مي رسد كه لايه 
ديگر،  طرف  از  باشد.  ايراني  ماهي  تاس  تخمدان  بافت  در  موضعي 
توليد  سلول هاي  شامل  سلول  نوع  چندين  از  ماهيان  در  تكا  لايه 
همبند  بافت  و  مويرگي  شبكه   ،(34) جنسي  استروئيدهاي  كننده 
تشكيل شده اند. بنابراين ممكن است وجود تنوع سلولي در اين لايه 
موجب تفاوت در نتايج بررسي هاي ايمونوهسيتوشيمي گزارش شده 

در اين لايه باشد (25، 34).
تاس ماهي  مولدين  از  گروه  دو  در   IGF-I بيان  شدت  نتايج 
 ،IGF-I ايراني در لايه هاي فوليكولي نشان دهنده روند افزايشي بيان
دست  به  نتايج  با  نتايج  اين  است.  رودخانه اي  مولدين  در  ويژه  به 
تيلاپيا  ماهي  در  دارد.  هم خواني  ماهيان  گونه هاي  از  برخي  در  آمده 
اووسيت هاي  گرانولوزاي  لايه  در   IGF-I به  نسبت  ايمني  واكنش 
در  كه  حالي  در  شده  گزارش  پراكنده  صورت  به  تكامل  حال  در 
لايه  اين  در  پايدار  صورت  به  ايمني  واكنش  رسيده،  اووسيت هاي 
اين  طلايي،  سر  سيم  ماهي  در  همچنين   .(7) است  شده  گزارش 
واكنش در مرحله قبل از تخم ريزي (چند ساعت قبل از تخم ريزي) 
مشاهده شده است (17). از طرف ديگر در ماهي تيلاپيا، ميزان بيان 
در  آن  به  نسبت  ايمني  واكنش  ميزان  و   IGF-I كدكننده   mRNA
شده  است  گزارش  متفاوت  اووسيت ها  رسيدگي  مختلف  مراحل 
 ،IGF-I كدكننده   mRNA ميزان  كه  است  حالي  در  امر  اين   .(21)
طلايي  سر  سيم  ماهي  اووسيت هاي  تكاملي  مختلف  مراحل  طي  در 
در  كاهشي  روند  واقع  در   .(17) است  داده  نشان  را  كاهشي  روند 
شده  بيان   IGF-I مجموع  دهنده  نشان  شده،  گزارش  سيم  ماهي 
است.  آن  اطراف  فوليكولي  لايه هاي  همراه  به  اووسيت  سلول  در 
الگوي  است،  شده  داده  نشان  تيلاپيا  ماهي  در  كه  گونه  همان  ولي 
لايه هاي  و  اووسيت ها  تكامل  مختلف  مراحل  طي  در   IGF-I بيان 
لايه هاي  در  كه  طوري  به  است  بوده  متفاوت  آن  اطراف  فوليكولي 
اين  واقع  در   .(21) است  شده  گزارش  افزايشي  روند  فوليكولي 
بررسي  نحوه  و  تكاملي  مرحله  تفاوت  از  ناشي  مي تواند  الگو  تفاوت 
اين  بين  فيلوژنتيك  تفاوت  از  ناشي  يا  اووسيت ها  مختلف  بخش هاي 
به  مربوط  ايراني  تاس ماهي  در  آمده  دست  به  نتايج  باشد.  گونه ها 
كه  طوري  به  است.  هسته  حركت  آغاز  و  زرده سازي  از  پس  مرحله 
هيپوفيز  تزريق  مرحله  در  هسته  شدن  قطبي  شاخص  يافتن  كاهش  با 
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 IGF-I مولدين، ميزان بيان  نسبت به مرحله صيد در هر دو گروه از 
توليد  افزايش  اين  است.  يافته  افزايش  فوليكولي  لايه هاي  در 
هسته  شدن  شكسته  و  ميوزي،  توقف  رفع  به  منجر  مي تواند  موضعي 
در  گردد.   (Germinal Vesicle Break Down; GVBD)
چنين  داراي   in vitro شرايط  در   IGF-I ايراني  تاس ماهي 
جنسي  رسيدگي  القا كننده  هورمون  از  مستقل  صورت  به  توانايي 
گنادوتروپين  يا  و   (Maturation Inducing Hormone; MIH)
بوده  است (23). ازطرف ديگر وجود بيان IGF-I موضعي در مرحله 
از  بالاتر  شدن  قطبي  شاخص  (با  مولدين  از  گروه  دو  هر  در  صيد 
تيمار  پيش  عنوان  به   IGF-I كه  تاثيري  با  آزمايش،  اين  در   (0/1
هسته اي  موقعيت  با  اووسيت ها  در   GVBD ميزان  افزايش  در   MIH
 (23) شده  است  گزارش  ايراني  تاس ماهي  در  مهاجرت،  حال  در 
 IGF-I نقش  بر  مجدد  تاييدي  مي تواند  عبارتي  به  دارد.  هم خواني 
در وقايع مرحله اول رسيدگي اووسيت ها، به جز تاثير آن در وقايع 

باشد.  ايراني  تاس ماهي  در  اووسيت ها  رسيدگي  دوم  مرحله 
ميزان   IGF-I كه  داده  نشان  دريايي  سيم  در  شده  گزارش  نتايج 
مي دهد  افزايش  را  گونه  اين  فوليكولي  لايه هاي  در  اتصالي  راه هاي 
(35). از طرف ديگر در ماهي قزل آلاي دريايي، نشان داده شده است 
اين  مي نمايد(36).  تحريك  را   MIH گيرنده هاي  فعاليت   IGF-I كه 
رخ  ماهيان  در  اووسيت ها  رسيدگي  اول  مرحله  در  دو  هر  واقعه  دو 
ايراني  ماهي  تاس  در  فوق  نتايج  است  ممكن  بنابراين  مي دهد (37). 
بيان  مقايسه  باشد.  وقايع  اين  از  يكي  بر  تاثيرگذاري  دهنده  نشان 
نشان  دريايي  و  رودخانه اي  مولدين  از  دسته  دو  در   IGF-I موضعي 
مولدين  فوليكولي  لايه هاي  در   IGF-I بيان  معني دار  افزايش  دهنده 
دارد.  صيد  مرحله  به  نسبت  هيپوفيز  تزريق  مرحله  در  رودخانه اي 
اختلاف  چنين  نگرديد.  مشاهده  دريايي  مولدين  در  تفاوت  اين 
چام  آزاد  ماهي  مولدين  در  نيز،  رشد  هورمون  بيان  مورد  در  زماني 
آنها  ورود  از  پس  روز  فاصله 1-2  در   ، تخم ريزي  از  قبل  درمرحله 
مهاجرت  به  توجه  با   .(38) است  شده  مشاهده  رودخانه  به  دريا  از 
مولدين رودخانه اي در جهت خلاف جريان آب به نظر مي رسد كه 
مولدين  به  نسبت  بيشتري  بدني  فعاليت  داراي  مولدين  از  گروه  اين 
معني دار  تغيير  كه  است  ممكن  عبارتي  به  باشند.  دريا  از  شده  صيد 
تاثير  اثر  در  نمونه برداري  مراحل  طي  در  موضعي   IGF-I بيان  ميزان 
همچنين  باشد.  شده  ايجاد  رودخانه اي  مولدين  بدني  فعاليت  مستقيم 
با  تركيب  در  بدني  فعاليت  افزايش  كه  است  اين  ديگر  احتمال 
توليد  افزايش  موجب  غيرمستقيم  طور  به  غذايي،  محروميت  شرايط 
باشد.  شده  دريايي  مولدين  به  نسبت  مولدين  اين  در  رشد  هورمون 
تاثير فعاليت هاي بدني در بيان سيستم IGF-I در پستانداران (8، 44-

از  بسياري  در  غذايي  محروميت  تاثير  همچنين  و   (6) ماهيان  و   (39
گردش (28،  در  رشد  هورمون  غلظت  افزايش  در  ماهيان  گونه هاي 
 IGF-I 45، 46) گزارش شده است. نتايج تاثير هورمون رشد بر بيان
اين  تاثير  بودن  موثر  دهنده  نشان  ايراني  تاس ماهي  دراووسيت هاي 
هورمون بر بيان IGF-I در لايه هاي فوليكولي اين گونه دارد. با اين 
هورمون  عليه  اختصاصي  آنتي بادي  تهيه  امكان  عدم  علت  به  وجود 
رشد تاس ماهي ايراني در اين مطالعه، اطلاعاتي در مورد چگونگي 
چنين  بتوان  تا  نيامد  دست  به  شده  بررسي  مراحل  در  آن  تغييرات 

فرضيه اي را به طور قاطع تاييد يا رد كرد.
موضعي  بيان  بر  تيروكسين  و  رشد  هورمون هاي  تاثير  نتايج 
هورمون ها  اين  تاثير  كه  داد  نشان  هسته اي  موقعيت  دو  در   IGF-I

در  هسته  ازمرحله  بيشتر  معني دار  طور  به  غشايي  هسته  مرحله  در 
هيچ  در  تيروكسين  هورمون  ديگر  طرف  از  است.  مهاجرت  حال 
داراي   ، شده  استفاده  دوزهاي  و  هسته اي  موقعيت  هاي  از  يك 
نبوده   IGF-I به  نسبت  ايمني  واكنش  افزايش  در  معني داري  تاثير 
 10 دوز  در  هسته اي  موقعيت  دو  هر  در  رشد  هورمون  است. 
است.  شده  ايمني  واكنش  افزايش  موجب  ميلى ليتر   بر  نانوگرم 
بر  نانوگرم   10 دوز  مقايسه  در  تنها  معني دار  تفاوت  كه  چند  هر 
و  مهاجرت  حال  در  هسته  با  شاهد  به  نسبت  غشايي  هسته  ميلى ليتر  
مهاجرت  حال  در  هسته  موقعيت  در  ميلى ليتر  بر  نانوگرم   100 دوز 
هسته  موقعيت  در  هورمون  اين  اثر  بودن  موثرتر  مي شود.  ديده 
دست  به  نتايج  با  مهاجرت  درحال  هسته  موقعيت  به  نسبت  غشايي 
به  دارد،  هم خواني  مولدين  در   IGF-I موضعي  تغييرات  در  آمده 
جنسي  رسيدگي  شاخص  كاهش  با  آزمايش  دو  هر  در  كه   طوري 
هورمون  است.  يافته  افزايش   IGF-I ايمني  واكنش  ميزان   (PI)
تخمدان  بافت  در   IGF-I ايمني  واكنش  افزايش  موجب  رشد 
 IGF-I كدكننده   mRNA بيان  افزايش  و   (48  ،47) پستانداران 
 .(10) است  شده  رنگين كمان  قزل آلاي  ماهي  در  بافت  اين  در 
بافت  در  رشد  هورمون  اثر  تحت   IGF-I ژن  بيان  افزايش  همچنين 
 .(17) است  شده  گزارش  نيز  رنگين كمان  قزل آلاى  ماهي  بيضه 
IGF-I در بافت تخمدان با توجه  موثر بودن هورمون رشد در بيان 
پستانداران  در  بافت  اين  در  رشد  هورمون  گيرنده هاي  وجود  به 
 10 دوز  نمي باشد.  انتظار  از  دور   ،(51  ،50) ماهيان  و   (49  ،33)
آزمايش  اين  در  شده  استفاده  رشد  هورمون  ميلى ليتر  بر  نانوگرم 
لايه هاي  در   IGF-I ايمني  واكنش  افزايش  در  بيشتري  تاثير 
بافت  در   IGF-I بيان  در  دوز  اين  بودن  موثرتر  داشت.  فوليكولي 
در   .(53  ،52) است  شده  گزارش  نيز  ماهيان  آزاد  كبد  و  آبشش 
در  رشد  هورمون  فيزيولوژيك  غلظت  به  نزديك  دوز  اين  واقع 
وجود  با  ديگر  طرف  از   .(28-30) مي باشد  ماهي  گونه  چندين 
به  نسبت  غشايي  هسته  موقعيت  در  بيشتر  ايمني  واكنش  شدت 
در  هسته اي  موقعيت  دو  اين  بين  معني داري  تفاوت  مهاجر،  هسته 
نمي گردد.  مشاهده  رشد  هورمون  ميلى ليتر   بر  نانوگرم   10 دوز 
در  معني دار  تفاوت  و  آزمايش  اين  در  معني دار  تفاوت  عدم 
مي تواند  رودخانه اي  مولدين  در  شده  ياد  ايمني  واكنش  شدت 
بيان  كنترل  در  نيز  ديگري  عوامل  كه  باشد  مسأله  اين  كننده  بيان 
دارند.  نقش  رشد  هورمون  جز  به   ،in vivo شرايط  در   IGF-I
گنادوتروپين ها  جمله  از  ديگري  هورمون هاي  پستانداران  در 
بافت  در   IGF-I بيان  كنترل  در   (49) جنسي  واستروييدهاي   (48)
اثر  شده است  بيان  كه  طوري  به  شده اند.  شناخته  موثر  تخمدان 
كه  حالي  در  است  عمومي  تخمدان  بافت  در   IGF-I بيان  در   GH
در  موضعي   IGF-I بيان  در  اختصاصي  صورت  به  گنادوتروپپن 

 .(48) دارد  نقش  تخمدان 
يا  و  رشد  هورمون  وضعيت  با  ارتباط  در  مطالعه اى  چه  اگر 
انجام  آزمايش ها  طي  در  مختلف  بافت هاي  در  مربوط  گيرنده  هاي 
تفاوت هاي  ولي  نگرفت،  انجام  ايراني  تاس ماهي  روي  بر  شده 
دراين  رشد  هورمون  به  پاسخ گويي  و   IGF-I وضعيت  در  موجود 
آزمايش ها مي  تواند نشان دهنده اين موضوع باشد كه هورمون رشد 
در  كه  گونه  همان  كه  چند  هر  است.  موثر   IGF-I موضعي  بيان  در 
 IGF-I بيان  كننده  تنظيم  تنها  نمي  تواند  رشد  هورمون  شد،  بيان  قبل 

باشد. مولدين  فوليكولي  لايه هاي  در  موضعي 

فاكتور رشد شبه انسولين در بافت تخمدان تاس ماهي
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تقدير و تشكر
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