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 1400 دیتاریخ پذیرش:  1400 آذرتاریخ دریافت: 

 چکیده

ه جنوبی ضترین ماهی استخوانی حومهمنظر تجاری و غذایی  از( Rutilus kutum)دریای خزر ماهی سفید 

سازی و زماندریای خزر است که برای جلوگیری از انقراض این گونه با ارزش از تولیدمثل القایی برای هم

پیشین نشان داد که کیسپپتین که یک  مطالعاتشود. استفاده میافزایش میزان هماوری در شرایط پرورشی 

منجر به بلوغ جنسی و گامتوژنز های جنسی است، کننده هورمونپروتئین فوق محرک در محور غدد ترشح 

و متناظرا  قابلیت این پپتید از  نشده است مشخصماهی سفید  2و  1توالی کیسپپتین اما تاکنون  شود،می

ماهی در  10حاضر توالی کیسپپتین  هعمطال. در ه است( در تولیدمثل مورد بررسی قرار نگرفتKiss1) پروتئین

خانواده ماهی سفید تعیین های همماهی Kiss1از توالی  آغازگرو با طراحی  CLUSTALWروش  سفید به

ر کیلوگرم دمیکروگرم  100و  50، 25، 5های غلظتاز  Kiss1 پپتید غلظتیابی به بهترین شد. برای دست

مورد بررسی قرار گرفت. نتایج  پلاسمااسترادیول  β-17هیدروکسی پروژسترون و  α-17استفاده شد و غلظت 

تواند به عنوان ر کیلوگرم میدمیکروگرم  100بهینه  غلظتسنتزی با  10این مطالعه نشان داد که کیسپپتین 

 ریزی در ماهی سفید معرفی شود.مناسب برای القا تخمگزینه 
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مقدمه

متعلق به ( Rutilus kutum) ماهی سفید

هایی چون خانواده کپورماهیان است که با نام

Kutum ،در روسیه Zujag  در آذربایجان و

در ترکمنستان شناخته  Akbalykآکبالیک 

در اروپا  Rutilusشود. هشت گونه از جنس می

و غرب آسیا وجود دارد که دو گونه آن در ایران 

 Rutilus rutilusو  Rutilus frisii هایبا نام

بومی  Rutilus kutumگونه  وموجود است 

 ,Coad and Vilenkinدریای خزر است )

(. گونه ماهی سفید در سواحل شمالی 2004

دریای سیاه و دریای آزوف، در شمال غربی 

هایی از اروپا و در تمام قسمت، بلغارستانترکیه، 

سواحل جنوبی و غربی ویژه سواحل دریای خزر ب

 ;Abdurakhmanov, 1962) وجود دارد

Kiabi et al., 1999.) 

به دلیل کاهش چشمگیر ذخایر این گونه با 

کاری هورمونی در ارزش در دریای خزر دست

پروری تجاری ماهی سفید اهمیت فراوانی آبزی

کرده است و به دلیل سیر صعودی افزایش پیدا 

توان فقط به ماهیانی که کاملا میجمعیت ن

ریزی هستند اکتفا تخمک اند و در مرحلهرسیده

بنابراین از تیمار هورمونی برای تولید تعداد  .کرد

مناسب بچه ماهی روی آورده شده است. در این 

به دنبال هورمونی هستند که  پژوهشگرانبین 

اثر را با کمترین هزینه تولید کند. در بیشترین 

هورمون کیسپپتین  ، در مطالعه حاضر،این بین

به دلیل هزینه پایین در سنتز آن و توانایی بالا 

 در القای بلوغ جنسی و تولیدمثل انتخاب شد.

 محور هایبا توجه به این که هورمون

( HPG)غدد جنسی  -هیپوفیز -هیپوتالاموس

دستگاه تولیدمثل ایفا در عملکرد مهمی نقش 

توانند به عنوان هدف میبنابراین  ،دنکنمی

مطالعه در بررسی رسیدگی جنسی در نظر 

(. Corradi et al., 2016)گرفته شوند 

غدد  -هیپوفیز -هیپوتالاموس های محورهورمون

توانند دارای اثرات متقابل هستند و میجنسی 

باعث مهار یا افزایش تولید یکدیگر شوند. 

که در  هیپوفیز FSHو  LHهای نادوتروپینگ

( GnRHکننده گنادوتروپین ) هورمون آزاداثر 

اثر تحریکی بر شوند، ساخته میهیپوتالاموس 

غدد جنسی و اثر مهاری بر هیپوتالاموس دارند. 

جنسی تولید شده در  هایاز طرف دیگر هورمون

غدد جنسی اثر مهاری بر هیپوتالاموس و 

(. Asimakopoulos, 2012)هیپوفیز دارند 

 (GnRH) کننده گنادوتروپین هورمون آزاد

های هیپوتالاموس نورونساخته شده توسط 

 گذاردمی اثر هیپوفیز گنادوتروپ هایسلول روی

 شامل گنادوتروپ هایهورمون تولید باعث و
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LH و FSH شودمی (Freeman, 1994; 

Goodman, 1994; Simerly, 1998.)  وجود

برای ورود به دوره بلوغ جنسی  هاهورمون این

 Clarkeضروری است )لازم و ها در نرها و ماده

and Cummins, 1982ترشح  ،(. علاوه بر این

های استروئیدی جنسی )تستوسترون هورمون

ها( در نرها و استروژن و پروژسترون در ماده

 گنادوتروپین هایهورمون همین تاثیر تحت

 ,Goodman and Inskeep) گیردمی صورت

2006.) 

های جنسی، تاکنون علاوه بر هورمون

های ترکیبات دیگری مانند نوروپپتیدها، سیگنال

اند که قادر شده متابولیکی و محیطی شناسایی

 Apterهستند ) HPGبه تغییر عملکرد محور 

et al., 1993; Ojeda et al., 2006; Walker 

et al., 2010های شبکه ترین(. یکی از مهم

شده  نورونی که در اوایل قرن حاضر شناسایی

عملکرد ، GnRHو نقش کلیدی در ترشح است 

HPG سیستم  ،های تولیدمثلی داردو فعالیت

کیسپپتین است. شبکه نورونی کیسپپتین با 

های محیطی و مرکزی مانند سازی سیگنالیکی

 های دوره نوری و هورمون لپتین ترشحسیگنال

های های هورمونشده از بافت چربی، سیگنال

کننده اصلی و کلیدی  عنوان تنظیمبه جنسی، 

 GnRHهای برای فعال کردن و تراوشات نورون

 (.Shahab et al., 2005شناسایی شده است )

ها گروهی از پپتیدها هستند که کیسپپتین

را در هیپوتالاموس مغز  GnRHتولید و ترشح 

 داشتن ی بلوغ و نگهکنند و براتحریک می

. در هستندنیاز  مورد طبیعیتولیدمثل در حد 

را و همکاران ژن جدیدی  Lee، 1996سال 

های کشف کردند که مسئول سرکوب سلول

سرطانی در سرطان سینه است. پپتید تولید 

شده از روی این ژن برای بار اول متاستین نامیده 

 ,.Lee et alشد که بعدا کیسپپتین نام گرفت )

طبق مطالعاتی که روی  سه سال بعد(. 1996

جفت شده با  گیرندهها صورت گرفت، یک موش

G  پروتئین جدید شناسایی شد وGPR54  نام

مورد سه سال بعد، (. Lee et al., 1999گرفت )

صورت گرفته به این نتیجه رسیدند  مطالعاتاز 

 GPR54سازی مسئول فعال 54که کیسپپتین 

 ,.Kotani et al., 2001; Muir et alاست )

2001; Ohtaki et al., 2001 و به دنبال آن )

GPR54  کیسپپتین شناسایی  گیرندهبا عنوان

آن به عنوان  گیرندهشد. با این که کیسپپتین و 

سرکوب کننده سرطان شناسایی شده بودند، 

روی انسان و موش نشان  مطالعاتیک سری از 

 هکه جهش غیرفعال کننده در گیرند داد

که در شود میکیسپپتین باعث بروز سندرومی 
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افتد یا جاندار به بلوغ آن بلوغ به تاخیر می

کننده  رسد و ترشح هورمون آزادنمی

 .شودها سرکوب میگنادوتروپین و گنادوتروپین

سیستم کیسپپتین و گیرنده آن به ، در نتیجه

شناسایی  HPGعنوان تنظیم کننده اصلی محور 

 De Roux et al., 2003; Seminara etشد )

al., 2003بلوغ و لازمه توان گفت این می(. بنابر

ترشح طبیعی، نگهداری تولیدمثل در حد 

GnRH ت تاثیر در هیپوتالاموس تح

 .استها کیسپپتین

مطالعات صورت گرفته روی مغز ماهیان 

که چندین شکل از  است استخوانی ثابت کرده

وجود دارد.  ها( در آنKiss1, Kiss2کیسپپتین )

کنند هایی که کیسپپتین را بیان مینورون

های هدف اصلی برای بازخورد مثبت و سلول

 های استروئیدی جنسی هستندمنفی هورمون

(Kotani et al., 2001 تزریق کیسپپتین در .)

 داران مانند انسان صورت گرفتهبسیاری از مهره

های گنادوتروپینکه باعث افزایش غلظت  است

LH  وFSH ( شده استGottsch et al., 

شبیه هم  Kiss2و  Kiss1(. توالی ژن 2004

ترین که کوچک 10کیسپپتین  باولی  ،نیست

درصد  80تا  60شده است  کیسپپتین شناخته

 ,.Mitani et alتشابه توالی آمینواسیدی دارند )

خالص  2و  1اثرات کیسپپتین  از این رو،(. 2010

شده از خود ماهی سفید دریای خزر که موجب 

تواند بر می ،شود GnRHتحریک آزادسازی 

های تولیدمثلی از جمله روی شاخص

و تولید تخم در ماهی سفید  گذاریتخمک

 دریای خزر اثرات بهینه داشته باشد. 

پیشین نشان داد که پروتئین مطالعات 

بلوغ جنسی و گامتوژنز منجر به کیسپپتین 

اما تاکنون در مورد قابلیت قطعه  شود،می

 1آمینواسید انتهای کیسپپتین  10متناظر با 

ای صورت نگرفته است. در ماهی سفید مطالعه

ماهی  Kiss2و  Kiss1های ابتدا ژن، این مطالعه

د و به دنبال شدنسفید دریای خزر تعیین توالی 

ر با انتهای آمینواسیدی متناظ 10آن پپتید 

سازی شد. در سنتز و خالص Kiss1پروتئین 

مرحله بعد فعالیت زیستی این پپتید بر روی 

مدل آزمایشگاهی ماهی سفید دریای خزر مورد 

که هورمون با توجه به این بررسی قرار گرفت و 

پروژسترون در رسیدگی نهایی و استرادیول در 

های سازی نقش دارد، با بررسی غلظتزرده

 پلاسماییمختلف از پپتید مورد نظر سطح 

 α-17استرادیول و  β-17های هورمون

 .هیدروکسی پروژسترون مورد مطالعه قرار گرفت
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 هاروش و مواد

 اخلاقی تاییدیه

 کمیته توسط پژوهش این اخلاقی تاییدیه

شماره ) گیلان دانشگاه علوم دانشکده اخلاق

 .شد انجام( 2949518 مرجع

 

 ماهی

قطعه مولد ماده ماهی سفید  144تعداد 

(Rutilus kutum )صل مهاجرت تولیدمثلی در ف

بندی به و برای تیمارسفیدرود تهیه  از رودخانه

 مرکز تکثیر شهید انصاری رشت منتقل شد.

جدید  هفته سازگاری با شرایط 2مولدین پس از 

متر، به تعداد  2متری با عمق  15در استخرهای 

قطعه در هر استخر معرفی شدند. شرایط  20

فیزیکو شیمیایی آب در حد اپتیمم گونه کنترل 

دهی گراد و اکسیژندرجه سانتی 12شد )دمای 

نیتریت ، گرم در لیترمیلی 4/8±1/0به مقدار 

گرم در لیتر، سختی کل میلی 01/0±12/0

 pHگرم در لیتر و میلی 1/15±6/186

ماهی برای  4های کبد بافت (.3/0±2/8

 مورد استفاده قرار گرفت. DNAاستخراج 

 5اثر  بررسی تیمار جداگانه برای 5تعداد 

تهیه  Kiss1از ژن  به دست آمدهاز پپتید  غلظت

قطعه ماهی مولد قرار  20شد که در هر تیمار 

، Kiss1تیمار گروه  5های )مجموع ماهی داشت

قطعه برای  10قطعه  20(. از این بودقطعه  100

هیدروکسی پروژسترون  α-17 سنجش هورمون

 β-17 قطعه نیز برای سنجش هورمون 10و 

 شده است. استرادیول در نظر گرفته

از تزریق پروپیلن گلایکول به همراه 

و شد مثبت استفاده  شاهددامپریدون به عنوان 

در  .شدانجام نمنفی هیچ تزریقی  به گروه شاهد

 قطعه ماهی مولد قرار داده شد. 20گروه دو هر 

 

 کبداز  DNAاستخراج 

ماهی با  کردن های کبد پس از بیهوشبافت

 ،گرم در لیتر(میلی 30) پودر گل میخک

در اتانول  DNAجداسازی و تا زمان استخراج 

از  DNAدرصد نگهداری شدند. استخراج  96

 از کیت استخراجبا استفاده  های کبدنمونه

GPP Solution  )و )شرکت ژن پژوهان، ایران

توسط شرکت عمل ارائه شده البر اساس دستور 

 1ابتدا به این ترتیب که . انجام شدسازنده 

در یک  GPP Solutionلیتر از محلول میلی

لیتری ریخته شد و به آن میلی 2 میکروتیوب

      اضافه شد. میکروتیوب به مدتنمونه کبد 

دقیقه در  10و به مدت  شدثانیه ورتکس  10-5

درجه  70دستگاه ترموستات که از قبل در دمای 

         گراد تنظیم شده بود، قرار داده شد. سانتی

 350میکرولیتر کلروفرم و  350به ترتیب 
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مولار به  5میکرولیتر محلول کلرید سدیم 

د و سپس میکروتیوب به میکروتیوب اضافه ش

مرتبه با دست تکان داده شد.  20شدت حدود 

به  rpm5000 میکروتیوب با دور س از آن،پ

گراد درجه سانتی 4دقیقه در دمای  5مدت 

، Scan Speed 1730R)سانتریفوژ 

Labogene )شد. پس از پایان ، دانمارک

 بالایی قسمتفاز تشکیل شد: سه سانتریفوژ، 

 و بود سلولی DNA شامل آبی فاز میکروتیوب

 داشت. وجود آلی فاز میکروتیوب زیرین قسمت

 وجود کننده جدا سفید خط یک لایه دو این بین

حدود  .بودند شده دناتوره هایپروتئین که داشت

 بالاییاز فاز آبی یا  میکرولیتر 1000-800

 به میکروتیوب دیگری منتقل شد. وشد برداشته 

به  درصد 100سرد میکرولیتر اتانول  1000

به آرامی تکان داده و میکروتیوب جدید اضافه 

کریستالی تشکیل شود )در  DNAتا کلاف  شد

این مرحله ممکن است به علت اینکه مدتی از 

تهیه نمونه کبد گذشته باشد و کبد تازه نباشد 

تشکیل نشود(. میکروتیوب با دور  DNAکلاف 

rpm 12000  ه درج 4دقیقه در دمای  5به مدت

سانتی گراد سانتریفوژ و محلول رویی به آرامی 

میکرولیتر  1000س از افزودن پ. شد خالی

مرتبه  20میکروتیوب حدود  درصد، 70اتانول 

 تکان داده شد. سپس میکروتیوب با دور

rpm12000  درجه  4دقیقه در دمای  5به مدت

د و محلول رویی به شسانتی گراد سانتریفوژ 

د. پس از این مراحل میکروتیوب شآرامی خالی 

دقیقه در  10صورت واژگون و در باز به مدت به 

دمای اتاق قرار داده شد تا الکل آن تبخیرشود. 

میکرولیتر آب مقطر  100-150مقدار س پس

د و میکروتیوب شاستریل به میکروتیوب اضافه 

به مدت نیم ساعت در دمای اتاق قرار گرفت تا 

DNA .از این مرحله  پس در آب حل شود

های آماده استفاده در آزمایش DNAمحلول 

 .مولکولی شد

 

 استخراج شده DNAارزیابی کیفیت 

 DNAبرای ارزیابی کیفیت استخراج، 

الکتروفورز  درصد 1استخراج شده روی ژل آگارز 

لیتر میلی 50د.  برای تهیه ش )الکتروفورز افقی(

گرم پودر آگارز به همراه  5/0درصد،  1ژل آگارز 

در یک بشر ریخته  TBE 1Xلیتر بافر میلی 50

شد تا پودر آگارز بر روی هیتر حرارت داده  و شد

که محلول  درون بافر حل شود. پس از این

شفافی مشاهده شد، بشر از روی حرارت برداشته 

یشگاه قرار گرفت تا کمی در دمای آزما شده و

میکرولیتر  50خنک شود. به محلول مورد نظر

 ،دشاتیدیوم بروماید اضافه و به خوبی مخلوط 

سپس به درون سینی ژل ریخته شد تا ببندد. 
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شدن ژل، شانه به آهستگی برداشته  پس از بسته

سپس  .دشهای اطراف سینی باز چسب شد و

سینی محتوی ژل درون تانک الکتروفورز قرار 

درون تانک  TBE1Xداده شد و مقداری بافر 

لیتر میلی 1که بافر حدود  طوری ریخته شد به

 3-5بالای ژل را بپوشاند. دراین مرحله 

میکرو لیتر بافر  1ژنومی با  DNAمیکرولیتر از 

کننده مخلوط و با دقت درون  سنگین

-30شد. بعد از گذشت های ژل تزریق چاهک

ژل  دقیقه، دستگاه مولد برق خاموش شد و 20

با کمک  سپ. سدشمنتقل  Gel Docبه دستگاه 

 DNAبرداری و کیفیت از ژل عکس UVپرتو 

 (.Lee, et al., 2012استخراج شده ارزیابی شد )

 

 تعیین توالی پپتید

 Kiss2و  Kiss1 به منظور تعیین توالی

های هم خانواده آن شامل ماهی سفید از ماهی

Danio rerio ،Cyprinus carpio ،

Carassius auratus ،Catla catla ،Labeo 

rohita ،Tribolodon brandtii ،

Sinocyclocheilus tingi  وGobiocypris 

rarus .از طریق جستجو در  استفاده شد

و  EMBL/GenBankهای اطلاعاتی بانک

SwissProt  توالیKiss1 و Kiss2 ها این ماهی

نواحی  Clustalwسپس از طریق . به دست آمد

های آغازگرحفاظت شده در این ژن شناسایی و 

 (Reverse) معکوس( و Forward) رو به جلو

افزار ها و با استفاده از نرماساس تطبیق توالی بر

Genrunner طراحی شدند. طول محصول ژن 

 2360 باز در 192 برابر با Kiss1مطالعه  مورد 

 1877 باز در 155 برابر با Kiss2 و برایبررسی 

 .(Lorenz, 2012) بودبررسی 

 

 ای پلیمرازانجام واکنش زنجیره

خوب کیفیت  پس از حصول اطمینان از

DNA  ای از شده، برای تکثیر قطعهاستخراج

DNA  آمینواسیدی ژن  54که مربوط به پپتید

Kiss1  وKiss2 ای است از واکنش زنجیره

به نحوی که با  ،استفاده شد (PCR) پلیمراز

و )ایراژن، ایران(  Master Mixاستفاده از کیت 

( Tmدمای بهینه ) اساس براتصال دمای 

تکثیر  برای اتصالها انتخاب شد. دمای آغازگر

 50-60ژن کیسپپتین به صورت گرادیان و بین 

دقیقه انتخاب شد  10نهایی  گسترشو زمان 

(Lorenz, 2012.) 

، الکتروفورز بر روی ژل PCRپس از انجام 

 پودر آگارز گرم 18/0انجام شد.  درصد 1آگارز 

با  شد واضافه  10X  TBEبافر لیترمیلی 8/1 به

د. پس ممحلول شفافی به دست آ آن گرم کردن

از سرد شدن محلول آگارز و قبل از بسته شدن 
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 18 اتیدیوم برماید به حجم نهاییمحلول 

 50رای مخزن نیز بو شد به آن اضافه  میکرولیتر

با آب مقطر به  10X  TBEمیکرولیتر از بافر

 TBE 1Xمیکرولیتر رسید و بافر  500حجم 

 Submarineالکتروفورز به صورت  تهیه شد.

گرم  TBE 10X 8/10 بافر د. برای تهیهشانجام 

Tris، 5/5  گرم  92/0 وگرم بوریک اسید

EDTA  100به حجم  آب مقطربا وزن و 

 (.Lee, et al., 2012رسانده شد )لیتر میلی

 

 سنتز پپتید

با استفاده از شیمی سنتز  Kiss1پپتید 

استاندارد، سنتز شد و با  Fmocپپتید فاز جامد 

استفاده از کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا فاز 

به ، درصد 92( تا خلوص RP-HPLCمعکوس )

(. ساختارهای شیمیایی 1)شکل  دست آمد

توسط آنالیز طیف سنجی جرمی یونیزاسیون 

 Sewaldیید شد )ا( تESI-MSالکترو اسپری )

and Jakubke, 2002.) 

 

 

 ماهی سفید Kiss1مسیر سنتز پپتید  :1شکل 
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 بهینه پپتید غلظتتعیین 

مولد  21بهینه از  غلظتبه منظور تعیین 

تیمار استفاده شد. چهار تیمار پپتید  7ماده در 

Kiss1 100و  50، 25، 5های غلظت با 

به همراه وزن ماهی  ر کیلوگرمدمیکروگرم 

 1/0، درصد دامپریدون 1)با نسبت دامپریدون 

 ،درصد پروپیلن گلیکول( 95<درصد پپتید و 

ر دمیکروگرم  100غلظت با  Kiss1یک تیمار 

کیلوگرم بدون دامپریدون و دو تیمار نیز برای 

مثبت )دامپریدون و پروپیلن گلیکول( و  شاهد

منفی )بدون تزریق( تهیه شد که در هر  شاهد

)به  شد تزریقماهی  3ماده مورد نظر به تیمار 

ساعت  6گیری از مولدین . خونی(جز شاهد منف

با برای این کار  .بعد از تزریق صورت گرفت

از لیتری هپارینه میلی 2های از سرنگاستفاده 

های نمونهشد.  گیریخونسیاهرگ باله مخرجی 

دقیقه در  10به مدت  rpm3000خون در دور 

سانتریفیوژ شد تا گراد درجه سانتی 4دمای 

های نمونه .دشوهای خونی جدا پلاسما از سلول

درجه  -20 در دمای بررسیتا زمان پلاسما 

 نگهداری شد. گراد سانتی

-17های هورمون بر Kiss1پپتید اثر تزریق 

β  17استرادیول و-α  هیدروکسی پروژسترون

 25منظور طبق پروتکل،  برای این. بررسی شد

لیتر از معرف میلی 50میکرولیتر از نمونه و 

ها اضافه شد و پس استرادیول بیوتین به چاهک

ها به ثانیه، چاهک 30از تکان دادن به مدت 

دقیقه در دمای اتاق انکوبه شدند. پس  30مدت 

میکرولیتر از معرف آنزیم استرادیول به  50از آن 

پس از تکان دادن  پیپت شد. کداخل هر چاه

دقیقه  90ها به مدت ثانیه، چاهک 30به مدت 

 350انکوبه شدند. سپس بافر شستشو )

میکرولیتر محلول بستر به  100میکرولیتر( و 

ها چاهک .ها اضافه شدترتیب به تمام چاهک

دقیقه انکوبه  20دوباره در دمای اتاق به مدت 

 50شدند. در مرحله بعد محلول توقف )

ها به تر( اضافه شد. در نهایت چاهکمیکرولی

نانومتر  450و در طول موج  ندآرامی مخلوط شد

، ELISA Reader (ELx800جذب توسط 

BioTek17شد.  ، آلمان( خوانده-α 

هیدروکسی پروژسترون نیز بر اساس پروتکل 

، ELISA Monobind (Monobindکیت 

 ;Nash et al., 2000) گیری شداندازهآمریکا( 

Rodriguez et al., 2000; Rodriguez et 

al., 2001; Niida et al., 2006; Moles et 

al., 2008; Moles et al., 2012; Al-

Khalaifah et al., 2020) 

 

 تجزیه و تحلیل آماری

مخصوص ویندوز  Prism 8.2.0افزار نرم

برای نمودارسازی مورد استفاده قرار گرفت. 
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واریانس  لیلحآزمون تها با استفاده از داده

 (One-way ANOVA) طرفهیک

(GraphPad Software, La Jolla, CA, 

www.graphpad.com )اطمینان  حدر سط

ند. قرار گرفت بررسیمورد  (P<05/0درصد ) 95

خطای  ±به صورت میانگین ها در متن داده

 .اندهشد ارائه استاندارد

 

 نتایج

 تعیین توالی پپتید

با که  Kiss2و  Kiss1های مقایسه توالی

صورت گرفت و  Clustalwاستفاده از روش 

آمینواسیدی در ژن  10موقعیت دقیق پپتید 

Kiss1  وKiss2  د شماهی سفید مشخص

و  Kiss1یت ع(. بر اساس موق3و  2های )شکل

Kiss2  و  رو به جلو هایازگرغآدر ژنوم ماهی

 (.1طراحی شدند )جدول معکوس

 

 ای پلیمرازی انجام واکنش زنجیره

با استفاده  (PCRای پلیمراز )واکنش زنجیره

( و 4های طراحی شده انجام شد )شکلآغازگراز 

تعیین توالی شدند  به دست آمدهباندهای 

بر اساس توالی به دست آمده، پپتید  (.2)جدول 

Kiss1  (.5سنتز شد )شکل

 

 

 انسانی Kiss10های مختف و گونه در Kiss1 mRNAمقایسه توالی ژنومی  :2 شکل
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 انسانی Kiss10های مختلف و درگونه Kiss2 mRNAمقایسه توالی ژنومی  :3 شکل

 

 Kiss2و  Kiss1های ژن معکوسو رو به جلو های آغازگرتوالی : 1 جدول

 
 

 

 ماهی سفید Kiss2و  Kiss1های عکس از ژل آگارز پروتئین :4شکل 
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 انسانی Kiss10ماهی سفید و  Kiss2 و Kiss1لی امقایسه تو :2جدول 

 
 

 
 ماهی سفید Kiss1ساختار پپتید  :5شکل 

 

 بهینهغلظت تعیین 

، 25، 5های سنتزی در غلظت Kiss1اثر پپتید 

کیلوگرم وزن ماهی  ردمیکروگرم  100 و 50

در  Kiss1که پپتید  دادبررسی شد. نتایج نشان 

کیلوگرم باعث افزایش  ردمیکروگرم  100 غلظت

)شکل  دشهیدروکسی پروژسترون  α-17غلظت 

 100این در حالی است که پپتید در غلظت  .(6

دامپریدون  در عدم حضورکیلوگرم  ردمیکروگرم 

 فعالیت کمتری نشان داد.
 

 

دامپریدون میکروگرم در کیلوگرم به همراه  Kiss1 (5 ،25 ،50 ،100های مختلف پپتید تاثیر غلظت :6شکل 

-17هیدروکسی پروژسترون و  α-17های بر میزان هورمون( دامپریدون میکروگرم در کیلوگرم بدون 100و 
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β د. الف( شاستفاده  هایبهینه پپتید از غلظت غلظتبه منظور تعیین . ساعت بعد از تزریق 6 استرادیول

ر کیلوگرم دمیکروگرم  100غلظت  .هیدروکسی پروژسترون α-17هورمون  ب( .استرادیول β-17هورمون 

: تیمار فاقد 1Kiss* .شتهیدروکسی پروژسترون دا α-17بیشترین میزان تاثیر را در افزایش هورمون 

: Control-(؛ دامپریدون و پروپیلن گلایکول بدون حضور پپتید تزریق: شاهد مثبت )Control+؛ دامپریدون

 نشان دهنده تفاوت معنادار بین گروه تیمار شده و کنترل منفی است. «#»علامت شاهد منفی )بدون تزریق(؛ 

# :05/0>P 01/0: ##؛>P 001/0: ###؛>P 0001/0: ####؛>P ؛nsدار: بدون اختلاف معنی.

 

 بحث

مطالعات صورت گرفته روی مغز ماهیان 

که چندین شکل از است استخوانی ثابت کرده 

 .( در آن وجود داردKiss1, Kiss2کیسپپتین )

میزان ترشح  Kiss1گذشته نشان داد مطالعات 

 Carassius)گنادوتروپین را در ماهی قرمز 

auratus ) افزایش داد، در حالی کهKiss2 

طبق  (.Li et al., 2009اثر بود )بیبروی آن 

 Channa) ای بر ماهی مورل خالدارمطالعه

striatus) سنتتیک مانند های غیرهورمون ثیرات

هیپوفیز و گنادوتروپین کوریونیک انسانی  عصاره

نشان  LHRHaهای سنتتیک مانند و هورمون

داد که بالاترین قطر تخمک در تیمار اواپرایم و 

مشاهده شد. از  LHRHaکمترین قطر در تیمار 

 با شده تزریق مورل خالدارطرفی در ماهی 

 60-68)کمترین مقدار  لقاح درصد هیپوفیز،

را در مقایسه با تیمارهای دیگر داشت.  (درصد

-98)در حالی که در تیمار اواپرایم نتایج بهتری 

 ,.Haniffa et al)مشاهده شد  (درصد 95

گونه در حال  تعداد 1998در سال  (.2000

به کمک  Ompok bimaculatusانقراض 

 Saridhar etافزایش یافت )هورمون اواپریم 

al., 1998). ای دیگر نشان داد که عصاره مطالعه

 آسیایی ماهیریزی را در گربههیپوفیز کپور، تخم

(Clarias batrachus) دهد افزایش می

(Zonneveld et al., 1988.) Heyrati  و

ماهی ( نشان دادند که در 2006همکارانش )

ریزی توسط هورمون لازمه القای تخم سفید

GnRHa .حضور آنتاگونیست دوپامین است 

ماهی  گذشته نشان داد که درمطالعات 

محرک اولیه  Kiss1( Danio rerioگورخری )

در جنین و فعال کننده  GnRH3رشد عصبی 

های نورون هیپوفیزیوتروپیک در تحریک فعالیت

(. از طرفی Zhao et al., 2014بالغ است )

Faheem نشان دادند  (2019) کارانشمو ه      

در  Catla catla هایکه قرار گرفتن ماهی

تواند سازماندهی می A (BPA) معرض بایفنول

مسیرهای سیگنالینگ کیسپپتین را مختل کند. 



 1400(، 4)9آبزیان: ولوژی و بیوتکنولوژی ربوطی و همکاران                                                                         فیزی [14]

 

ریز ممکن است این اختلال عصبی غدد درون

 Faheem) شودهای تولیدمثلی باعث ناهنجاری

et al., 2019 .)همین اساس در مطالعه حاضر  بر

و  Kiss1سازی سنتز و خالص ،به تعیین توالی

Kiss2 دپپتی تا اثر ه شدماهی سفید پرداخت 

Kiss10 توالی  متناظر باKiss1  ماهی سفید بر

 .شودالقای بلوغ جنسی بررسی 

 غلظتحاضر، بهترین نتایج مطالعه طبق 

بهینه پپتید با توجه به غلظت پلاسمایی 

هیدروکسی پروژسترون و  α-17های هورمون

17-β  ،ر گیلوگرم دمیکروگرم  100استرادیول

 α-17دست آمد که در این غلظت هورمون ه ب

هیدروکسی پروژسترون به بیشترین مقدار و 

17-β  استرادیول به کمترین مقدار در مقایسه با

سازی در عامل زردهرسید.  ی دیگرهاغلظت

استرادیول است که با  β-17 ماهیان، هورمون 

ساز سازی، پیشبه پایان رسیدن فرآیند زرده

پروگنولون به هورمون پروژسترون تبدیل 

یابد. عامل القای ن کاهش میشود و مقدار آمی

رسیدگی نهایی در ماهی هورمون پروژسترون 

اثر  تخمدان های فولیکولیاست که بر سلول

 ;Poortenaar et al., 2001)گذارد می

Mylonas et al., 2010; Akhondian et al., 

2015.) 

بر اساس نتایج به دست آمده از مطالعه 

 های استروئیدی،هورمون پلاسماییسطح  حاضر

Kiss10  سنتزی متناظر با انتهایKiss1  ماهی

ر دمیکروگرم  100بهینه  غلظتسفید با 

مناسبی برای القای  انتخابتواند کیلوگرم می

بلوغ جنسی در این ماهی باشد.
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Abstract  

The Caspian kutum (Rutilus kutum) is the most important commercially and 

nutritionally bony fish, which is used to prevent the extinction of this valuable 

species by induced reproduction to synchronize and increase the level of 

fecundity in breeding conditions. Previous research has shown that kisspeptin, a 

super-stimulatory protein in the sex-secreting gland axis, leads to puberty and 

gametogenesis. However, the sequence of kisspeptin 1 and 2 of R. kutum has not 

been determined and the ability of this peptide from protein (Kiss1) in 

reproduction has not been studied so far. In the present study, the kisspeptin10 

sequence of R. kutum was determined by CLUSTALW method by designing a 

primer from the Kiss1 sequence of the same family fish of R. kutum. Doses of 5, 

25, 50 and 100μg/kg were used to achieve the best dose of this peptide; and 

concentrations of 17-α hydroxy progesterone and 17-β estradiol were examined. 

The results of this study showed that synthetic kisspeptin 10 with an optimal dose 

of 100μg/kg can be introduce as a suitable candidate for induction of spawning 

in R. kutum. 
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