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 چکیده

ی گرلین در یاب موقعیت منظور بهجفت گاو مورد بررسی قرار گرفت.   یابی ایمنوهیستوشیمی گرلین در بافت این مطالعه موقعیتدر 

ی شده و به آزمایشگاه منتقل شد. پس از جداسازی جفت، آور جمعجفت گاو، کل محتوای آبستنی پنج گاو ماده از کشتارگاه 

بادی  ی ایمونوهیستوشیمی گرلین، از آنتییاب موقعیتیی جهت آزمایش ایمونوهیستوشیمی تهیه گردید. برای انجام ها بلوک

بادی  عنوان آنتی ( بهHRP) Gکلونال الاغی ضد ایمنوگلوبین  بادی پلی بادی اولیه و آنتی عنوان آنتی مونوکلونال موشی ضد گرلین به

اندازی آزمایش ایمنوهیستوشیمی از نمونه بیضه قوچ که قبلاً وجود گرلین در آن  جهت راهدر مطالعه حاضر ثانویه استفاده شد. 

چنین از سرم  هم. که نتایج حاکی از واکنش ایمونوپروکسیداز در کنترل مثبت بود استفاده شد عنوان کنترل مثبت تأیید شده بود به

بود و واکنش بادی گرلین  بودن آنتی اختصاصیشد که نتایج حاکی از  عنوان کنترل منفی استفاده بادی اولیه بهجای آنتی خرگوشی به

ای تروفوبلاست و  هسته تکهای  آمده نشان داد که گرلین در سلول دست نتایج بهنگردید.  یمونوپروکسیداز در کنترل منفی مشاهدها

های  نوپراکسیداز در سلولوایم ترتیب که واکنششود به این گاو بیان می ای سین سیتیوم بافت جفت چندهستههای  سلول

بر اساس نتایج حاصل  از این . ای سین سیتیوم بافت جفت گاو مشاهده شد چندهستههای  ای تروفوبلاست و سلول هسته تک

های دقیق این هورمون در جفت مطالعات بیشتر روی نقش، اما شودگرلین در بافت جفت گاو بیان میتوان گفت که میپژوهش، 

 د.شو میو در خلال آبستنی توصیه 

 

 .نیگرل، نیگاو هلشتا ،تروفوبلاست یها جفت، سلول ،یمیستوشیمونوهیا ها: کلیدواژه
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 مقدمه

                ًای است که غالبا  اسید آمینه 82گرلین، هورمونی پپتیدی 

گرلین دارای  .[۵۱]گردد توسط دستگاه گوارش تولید می

( و گرلین DAGشده دس آسیل گرلین ) دو شکل شناخته

باشد که هر دو در گردش خون یافت شده، می آسیله

ه به گیرنده گرلین متصل شوند اما تنها گرلین آسیلهشد می

واقع شده  3شود. ژن گرلین در انسان روی کروموزوم  می

. این ژن از چهار اگزون و سه اینترون تشکیل [83]است 

شود.  بیان می 8و  ۵های  ین بالغ توسط اگزونشده و پروتئ

ژن گرلین در انسان و موش از نظر ساختمانی به یکدیگر 

 ۵۵1ساز گرلین در انسان متشکل از  شبیه هستند. پیش

این هورمون دارای چندین عمل اسید آمینه است. 

و  ۵۱]فیزیولوژیکی از جمله تحریک ترشح هورمون رشد 

می باشد و بر   [8۱]و دخالت در متابولیسم انرژی  [8۲

باشد. مطالعات نشان می [۵۱]دارد  تأثیرگردش خون 

اند که تزریق گرلین اگزوژنوز باعث تحریک ترشح داده

، افزایش مصرف کالری و کاهش [8۲]هورمون رشد 

. در هنگام بالانس [۵۱] شودمقاومت سیستم عروقی می

منفی انرژی، برای بهبود وضعیت انرژی میزان تولید و 

. [8۵و  ۵۱] کندترشح گرلین در معده افزایش پیدا می

دهد که  گرلین  توزیع گسترده گیرنده گرلین نشان می

تولیدشده در یک ارگان اثرات پاراکرینی و اتوکرینی بر 

نشان داده شده است که گرلین در  .های مختلف دارد بافت

سطوح مختلف محور گونادوتروپیک و نیز در دیگر 

رسد گرلین  نظر می . به[۲]شود  های تولیدمثلی بیان می بافت

اثرات فرا گونادی بر سیستم تولیدمثلی داشته باشد. مشخص 

را  GnRHخ به را مهار و پاس LHشده است که گرلین ترشح 

که ترشح  دهد، درصورتی در شرایط آزمایشگاهی کاهش می

FSH دهد. گرلین ممکن است در  را تحت تأثیر قرار نمی

کنترل ترشح پرولاکتین دخالت داشته باشد. اثرات 

پرولاکتین سرم انسان بالغ  کننده گرلین بر سطوح تحریک

ثابت شده است. گزارش شده است که گرلین ترشح 

 .[2]کند  ین را در موش صحرایی مهار میپرولاکت

وجود گرلین در بیضه گاو هلشتاین، قوچ و بز گزارش 

ها با استفاده از تکنیک  . در این پژوهش[3و  8، ۵]شده است 

ایمنوهیستوشیمی نشان داده شد که گرلین در مراحل مختلف 

های لایدیگ و سرتولی گاو نر هلشتاین  اسپرماتوژنز، سلول

روش  تواند اسپرماتوژنز را به شود. لذا گرلین می می بیان

خاطر شواهدی  چنین، به اتوکرین و یا پاراکرین تنظیم کند، هم

ای، از  که وجود دارد گرلین قادر است اعمال کلیدی بیضه

ساز، ترشح تستوسترون و تکثیر  جمله بیان ژن لوله اسپرم

وش براین، در م سلول لایدیگ را تنظیم نماید. علاوه

های لایدیگ و  صحرایی ثابت شده گرلینی که در سلول

یابی شده است دارای خواص  سرتولی موقعیت

 .[۵2]توجه است  اکسیدانتی قابل آنتی

جفت یک ارگان بسیار مهم در حمایت از رشد جنین 

کننده اصلی محور  های تنظیم . هورمون[۵3]باشد می

 -سوماتوتروپیک تولید شونده در ناحیه هیپوتالاموس

هیپوفیز تولید مانند هورمون رهاکننده هورمون رشد 

(GHRH هورمون رشد و سوماتواستاتین، در جفت ،)

 mRNA ها،  . علاوه بر این هورمون[۱]اند شناسایی شده

( در طول GHS-R1aگرلین و گیرنده عملکردی آن )

و جوندگان  [۵۵]، گوسفند [۵۱]آبستنی در جفت انسان 

ای در  کننده اند. گرلین نقش تنظیمشناسایی شده [۵۱]

پیامبرهای  انعنو بهترتیب که به این گیری جنین دارد  شکل

شیمیایی برای ارتباطات داخل سلولی طی مراحل مختلف 

، گزارش شده است چنین هم. [2]کند  رشد جنین عمل می

با گرلین در مرحله آخر آبستنی با گرلین که درمان مادران 

 . [8۱]گردد باعث تحریک رشد جنین در موش می

                                ً              گاو شیری در طول چرخه تولید خصوصا  در مراحل اول 

شود. تعادل رو می دوره شیردهی با مقدار ناکافی انرژی روبه

شود که یک وری میانرژی منفی در گاو باعث کاهش بار
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پاسخ طبیعی برای جلوگیری از افزایش نیاز متابولیکی مرتبط 

دهد که گرلین در این . شواهد نشان می[۱]با آبستنی است 

علاوه مشخص شده است که عدم  فرآیند دخالت دارد. به

حضور گرلین در شرایط آزمایشگاهی از رشد رویان موش 

. اثر بر رشد رویان از [۵۲]کند قبل از لانه گزینی ممانعت می

آن جهت اهمیت دارد که در گاوهای شیری پر تولید که با 

عدم تعادل انرژی مواجه هستند، غلظت گرلین در گردش 

خون آنها بالاتر است. اگر چه گرلین و گیرنده آن در 

های مختلف شناسایی شده های مختلف تولید مثلی گونه اماند

یابی آن در جفت گاو است اما گزارشی مبنی بر موقعیت

یابی وجود ندارد. هدف از انجام این تحقیق موقعیت

ایمونوهیستوشیمیایی گرلین در بافت جفت گاوشیری 

 هلشتاین بود.

 

 ها مواد و روش

عتی دام سنندج، مراحل مختلف این پژوهش در کشتارگاه صن

بخش پاتولوژی بیمارستان بعثت سنندج و آزمایشگاه 

شناسی دانشکده دامپزشکی دانشگاه آزاد سنندج انجام  بافت

های بافتی  شد. در کشتارگاه، از گاوهای ماده کشتارشده نمونه

ها محتوای آبستنی پنج رأس گاو  تهیه شد. پس از کشتار دام

های  کوتیلدون از کیسهطورکامل جدا و سپس کارانکل و  به

های مورد نظر  گیری از قسمت جنینی جداسازی و برای نمونه

ها برای  به آزمایشگاه منتقل شد. کارانکل و کوتیلدون

سازی خون و دیگر مواد زائد در آزمایشگاه با آب مقطر  پاک

به ابعاد  هایی شسته شدند. از قسمت مختلف جفت نمونه

های  های قسمت متر تهیه شد. نمونه سانتی ۱/۱×۱/۱×۵

جداگانه  طور  مختلف با مشخصات مربوطه به

های پلاستیکی گذاشته شد و بلافاصله در  دریونیکاست

ساعت قرار  8۲مدت  % به ۵۱محلول فیکساتیو فرمالین 

سازی  سازی، آغشته گرفت. سپس طی مراحل آبگیری، شفاف

ی پارافینی تهیه شد. مقاطع ها گیری، بلوک با پارافین، قالب

های بافتی توسط  میکرون از نمونه ۱بافتی به ضخامت 

هایی که سیلانیزه شده  دستگاه میکروتوم تهیه و روی لام

  .[3و  8، ۵]بودند، فیکس شدند 

در آزمایش ایمنوهیستوشیمی، ابتدا مقاطع بافتی پارافینی 

دقیقه قرار داده  3۱مدت  گراد به درجه سانتی ۱۱مخانه در گر

ها با استفاده از زایلین دپارافینه و با آب جاری  شدند. لام

وشو داده شدند و سپس توسط الکل اتیلیک با درجات  شست

مدت دو دقیقه  مختلف آبدهی شده دوباره با آب جاری به

یقه مدت پنج دق به PBSوشو داده شدند بعد با محلول  شست

ژن با استفاده  ها جهت بازیابی آنتی وشو داده شدند. لام شست

 ۱۱در دمای  ماری ( در بنnM,pH=6 10از بافر سیترات )

دقیقه قرار داده شدند سپس  ۵۱مدت  به گراد درجه سانتی

شدن فعالیت  فعال ها در پروکسیداز بلاک برای غیر لام

ها  تند. لامدقیقه قرار گرف ۱۱مدت  پروکسیداز اندوژنوسی به

وشو داده شده و سپس در  مدت پنج دقیقه شست به PBSدر 

دقیقه تا خنک شدن، نگهداری گردید.  8۱مدت  دمای اتاق به

وشو داده شدند.  مدت پنج دقیقه شست به PBSسپس در 

مدت  به PBSها با سرم پنج درصد گاوی در  دنبال آن لام به

بادی اولیه  ا آنتیوشو داده شده و ب دقیقه برای دو بار شست۵۱

بادی تولیدشده در موش از شرکت  کلونال آنتی )پلی

Abbiotec  با شماره کاتالوگab57222شده به نسبت  ( رقیق

در اتاق  BSAحاوی یک درصد  PBSدر  یک به پانصد

مدت یک شبانه  گراد به مرطوب در دمای چهار درجه سانتی

و هر بار برای سه بار  PBSها در  روز خوابانده شدند. لام

بادی  ها با آنتی وشو داده شدند. لام دقیقه شستپنج مدت  به

موش از شرکت  IgGکلونال ضد  بادی پلی ثانویه )آنتی

Abbiotec  با شماره کاتالوگab7083شده با  ( کونژوگه

HRPشده در  ، رقیقPBS دقیقه خوابانده و  ۵۱-8۱مدت  به

وشو داده شدند. برای  دقیقه شست ۵۱مدت  به PBSدر 

بادی از محلول سوبسترای  ژن و آنتی نمایان کردن واکنش آنتی

دقیقه استفاده  ۵۱مدت  به H2O2در( DABآمینوبنزیدین ) دی
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وشو داده شدند. از  ها در آب جاری شست شد. سپس لام

هماتوکسیلین برای مشاهده  -آمیزی زمینه ائوزین محلول رنگ

اتیلیک آبگیری و  ها توسط الکل استفاده شد. سپس لام بافت

سازی شدند و با قراردادن یک قطره چسب سیتولوژی  شفاف

کردن انجام و برای  روی لام و گذاشتن لامل، عمل مونته

با ها از میکروسکوپ نوری استفاده شد.  بررسی اسلاید

ای روشن تا تیره  شده ظهور رنگ قهوه های تهیه بررسی نمونه

های  ر مقاطع بافتی نشان از واکنش ایمنوپراکسیداز در نمونهد

 بافتی تهیه شده بود.

 

 نتایج و بحث

ی گرلین در جفت گاو از یاب موقعیتدر این تحقیق جهت 

اندازی  های اولیه و ثانویه استفاده شد و جهت راه بادی آنتی

                                              ً آزمایش ایمنوهیستوشیمی از نمونه بیضه قوچ که قبلا  

کنترل مثبت  عنوان بهشده بود  تأییدر آن وجود گرلین د

اختصاصی بودن  چنین هم( استفاده شد. a-۵)شکل 

جای  کاربردن سرم خرگوشی به هبادی گرلین با ب آنتی

  (.b-۵)شکل  شد تأییدبادی اولیه  آنتی

مقطع عرضی بافت جفت گاو  8 در شکل

 شود.شده با ائوزین هماتوکسیلین مشاهده می آمیزی رنگ

های  ژن گرلین در سلول آمده نشان داد که آنتی دست بهنتایج 

ای  های چندهسته ای تروفوبلاست و سلول هسته تک

سیتیوم بافت جفت گاو قابل ردیابی و شناسایی است به  سین

های  این ترتیب که واکنش ایمنوپراکسیداز در سلول

ای سین  های چندهسته ای تروفوبلاست و سلول هسته تک

 (.3گاو مشاهده شد )شکل  سیتیوم بافت جفت

در پژوهش حاضر حضور گرلین در بافت جفت گاو 

ای مشاهده شد. در تطابق با نتایج این آزمایش، در مطالعه

شدن بافت جفت در طول  نشان داده شد که گرلین در کامل

گران  . این پژوهش[۵۵]آبستنی گوسفند نقش مهمی دارد 

تکامل تأکید کردند که وجود گرلین در جفت گوسفند باعث 

چنین رشد جفت در طول دوره آبستنی  ایمنی جفت و هم

چنین نشان داده شده است که پروتئین و  شود. هممی

mRNA  گرلین در جفت انسان و موش وجود دارد و میزان

ها  (. این یافته۵۱کند )گرلین با تکامل جفت کاهش پیدا می

دهد که  همراه با نتایج حاصل از تحقیق حاضر نشان می

یکی از منابع مهم تولید گرلین در دوره آبستنی جفت 

توان گفت که گرلین عامل  باشد، بنابراین نشان می می

اتوکرین/ پاراکرین مهمی برای رشد و حفظ جفت در طی 

 . [88]رود شمار می آبستنی به

 

(a)           (b)  

بادی مونوکلونال اختصاصی ضد  شده با آنتی ، کنترل مثبت: نمونه انکوبه×(300ساله ) 1مقطع عرضی بافت بیضه گوسفند  (a. )2شکل 

باشد.  دهنده واکنش مثبت ایمنوپروکسیداز می های سرتولی نشان های زایا و سلول ای روشن در سلول شده از موش. رنگ قهوه گرلین تهیه

(b) بادی اولیه. عدم رنگ  شده با سرم خرگوشی به جای آنتی ، کنترل منفی: نمونه انکوبه×(200ساله ) 1ند مقطع عرضی بافت بیضه گوسف

 دهنده منفی بودن واکنش ایمنوپروکسیداز است. های سرتولی نشان های زایا و سلول های لایدیگ، سلول ای در سلول قهوه
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(a)      (b)  

 ×200( ×b) 300 (aهماتوکسیلین، ) -آمیزی ائوزین شده با استفاده از رنگ . مقطع عرضی بافت معمولی جفت گاو تهیه1شکل 

 

(a)   

 

(b)      
بادی مونوکلونال ضد گرلین  شده با آنتی نمونه انکوبه.  ×200( ×b) 300 (a)نمونه آزمایشی مقطع عرضی بافت جفت گاو، . 3شکل 

نشان  های مشکی( ای تروفوبلاست )فلش هسته ای و چندهسته های تک سلولای در سیتوپلاسم  شده از موش. وجود رنگ قهوه تهیه

 باشد. ژن گرلین می دهند واکنش مثبت ایمنوپراکسیداز و وجود آنتی

 

تواند در رهایی اند که گرلین می ها نشان داده پژوهش

هورمون رشد از جفت در گوسفند نقش موضعی داشته 

 رشد رحم در هنگام آبستنی شودباشد که این نقش باعث 

اما اظهار گردیده است که ارتباطی بین غلظت پلاسمایی 

گرلین در خون جفت و غلظت هورمون رشد وجود ندارد 

تواند بر ترشح  . از طرف دیگر گرلین جفت می[۱]

هورمون رشد هیپوفیزی مادر و جنین اثر بگذارد. بنابراین 

شده از جفت ممکن است  توان گفت که گرلین مشتق می



  ی، برهان شکراللهایمحمد رزاق ن
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تحریک ترشح طور غیرمستقیم از طریق  هبر رشد جنین ب

 هورمون رشد هیپوفیز اثر بگذارد.

های تروفوبلاست و  در این تحقیق گرلین در سلول

ای بافت جفت گاو شناسایی شد.  چندهستههای  سلول

های تروفوبلاست و  شدت واکنش ایمنی در کل سلول

ای بافت جفت گاو ضعیف بود.  چندهستههای  سلول

جفت پذیری در بافت جفت گاو نسبت به  شدت رنگ

تر بود. این اختلاف در  انسان و موش صحرایی ضعیف

دلیل تفاوت در نوع  پذیری ممکن است به شدت رنگ

غذایی باشد.  ها مورد استفاده، سن و حتی جیره بادی آنتی

یابی گرلین و بیان آن در جفت گاو،  با توجه به موقیت

حال برای آن در بافت  هب انسان و موش، اثرات مختلفی تا

اند که گرلین  نهاد شده است، مطالعات نشان دادهجفت پیش

ممکن است باعث تحریک تشکیل و رشد جنین بشود 

چون گرلین دارای اثر تنظیمی روی تکثیر و آپوپتوز 

طور  همین علت گرلینی که به (. به88باشد )سلولی، می

تواند            ً   شود احتمالا  می موضعی در بافت جفت تولید می

های  تولید یا مهار هورمون ینچن همتکثیر و آپوپتوز و 

قرار دهد. بنابراین، گرلین ممکن  تأثیرجفت را تحت 

 قرار دهد. تأثیراست حتی رشد و نموی جنین را تحت 

های مختلف سیستم ایمنی  دلیل بیان گرلین در سلول به

گری ایمنی در  تواند نقش میانجی، گرلین جفت می[۵8]

کردن  آبستنی داشته باشد. مشخص شده است که برای طی

فق باید یک سیستم ایمنی قوی ایجاد گردد یک آبستنی مو

های قوی  . برای سازگاری مادر با آبستنی باید پاسخ[۵1]

ایمنی با واسطه سلولی و از طرفی از اجزای سیستم ایمنی 

. [1]ها کنترل شوند  ها و نوتروفیل ذاتی مثل مونوسایت

 B ،Tهای  چنین نشان داده شده است که گرلین در سلول هم

توجهی تولید  ها که هورمون رشد به میزان قابل نوتروفیلو 

شود که این مطلب دال بر این است که گرلین علاوه بر می

های بیولوژیکی  افزایش ترشح هورمون رشد دارای نقش

باشد. نشان داده شده است که دیگری در سیستم ایمنی می

ی ها گرلین پاسخ ایمنی را افزایش داده و باعث تنظیم مولکول

چنین گرلین اثر مهاری بر بیان  گردد. همضد التهابی می

توان گفت به این ترتیب می .[۵۵]های التهابی دارد  سیتوکین

کنندگی بر تشکیل و رشد  بر اثر تحریکگرلین جفت علاوه 

جنین، ممکن است نقشی واسطه در ایمنی نیز در طول دوره 

 آبستنی داشته باشد.

های تروفوبلاست و  در این تحقیق گرلین در سلول

ای بافت جفت گاو شناسایی شد. شدت  های چندهسته سلول

های  های تروفوبلاست و سلول واکنش ایمنی در کل سلول

ی بافت جفت گاو در این مطالعه نسبت به جفت ا چندهسته

تر بود. این اختلاف در شدت  انسان و موش صحرایی ضعیف

ها  بادی دلیل تفاوت در نوع آنتی پذیری ممکن است به رنگ

مورد استفاده، سن و حتی جیره غذایی باشد. با توجه به 

شواهد موجود در مورد اثر تنظیمی گرلین روی تکثیر و 

ی، گرلین ممکن است تشکیل و رشد جفت را آپوپتوز سلول

طور موضعی در  تحریک کند. بر این اساس گرلینی که به

تواند تکثیر و آپوپتوز و            ً   شود احتمالا  می بافت جفت تولید می

های جفت را تحت تأثیر قرار  چنین تولید یا مهار هورمون هم

دهد. بنابراین، گرلین ممکن است حتی رشد و نموی جنین 

های بیشتر در این  تأثیر قرار دهد، اما انجام پژوهشرا تحت 

 رسد.نظر می خصوص ضروری به
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Abstract 
In the current study, immunohistochemical localization of Ghrelin was investigated in placenta tissue of Holstein 

cows. In order to localization of Ghrelin, pregnancy content of 5 cows were collected in abattoir and transferred to the 

laboratory. After, placenta separation, paraffin blocks were prepared. Mouse monoclonal anti-ghrelin antibody as the 

primary antibody and donkey anti-rabbit IgG (HRP) Polyclonal antibody as the secondary antibody were used to 

localise ghrelin in bovine placenta immunohistochemically. In the present study, to set up the immunohistochemistry 

test, the ram's testicular sample that existence of ghrelin had previously been confirmed in it,, was used as a positive 

control. The results indicated that immunoprooxidase reaction was performed in positive control. Also, the serum of 

rabbit was used as negative control instead of primary antibody. The results demonstrated that the antibody was 

specific for ghrelin and no immunoprooxidase reaction was observed in negative control. The results showed that 

ghrelin is expressed in mono and syncytium multinuclear trophoblast cells of bovine placenta, so that the immuno-

peroxidase reaction was observed in mono and syncytium multinuclear trophoblast cells in bovine placenta. In 

general, according to the results of the current study, it can be concluded that ghrelin is expressed in the bovine 

placenta tissue; however, future studies should focus on the precise role of the hormone in the placenta during 

pregnancy. 
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