
 مجله علوم و فنون شیلات

   99تا   81 صفحات، 1401 زمستان ،1شماره 12 دوره
 

تهای بعد از افزودن گروه استیل به باقیمانده تیروزین ان قرمزماهی  پپتینبررسی فعالیت زیستی کیس

 آمینی

 1، هانیه ربوطی1، عبدالمجید ولی پور3، 1، بهروز حیدری*2، سید محسن اصغری1نوید امیدیان

 ، ایراندانشکده علوم پایه، دانشگاه گیلان، رشت ،یشناسستیگروه ز -۱

 ، ایرانو بیوفیزیک، دانشگاه تهرانمرکز تحقیقات بیوشیمی  -2

 رانیرشت، ا لان،یخزر، دانشگاه گ یایدری پژوهشکده حوضه آبگروه علوم دریایی،  -3

 چکـــیده  نوع مقـاله

 یماه ۱-سیژن ک یقرمز با استفاده از روش سنتز فاز جامد و بر اساس به توال یماه ۱-نیپپتسیدر مطالعه حاضر، ک  اصیلمقاله پژوهشی 

 نیروزیت ماندهیبه باق لیگروه است ،یستیز تیسنتز شد. سپس جهت بهبود فعال  (Carassius auratus)قرمز 

و ساختمان  یسازخالص RP-HPLC( به روش ACKiss1سنتز شده )موسوم به  دیاضافه شد. پپت ینیآم یانتها

 نیپپتسی، کACKiss1 دیپپت ،یستیز تیفعال نییشد. جهت تع دییتأ ESI یجرم یسنج فیآن با استفاده از ط

 یولوژیزیمهم ف یاز پارامترها یشده و برخ قیقرمز تزر یبه ماه جیرا یتجار GnRH( و هورمون KISS1) یعیطب

وزن بدن  لوگرمیبر ک کروگرمیم ۱00با دوز  Kiss1و  ACKiss1گرفت.   رارمورد مطالعه ق یماه نیا دمثلیتول

 قیساعت بعد از تزر 6شدند.  قیوزن بدن تزر لوگرمیبر ک کروگرمیم 200و  ۱00 یبا دوزها GnRHو هورمون  یماه

از  گروه کیدر  قیساعت بعد از تزر 24شدند.  یریگدر پلاسما اندازه یجنس های انجام شد و هورمون یریگخون

بافت تخمدان و مغز  قیساعت بعد تزر 24 هایاز ماه یگریشد. در گروه د یریگاندازه یدمثلیتول یهاشاخص هایماه

 راتیینشان داد که تغ جی. نتادی( جدا گردkiss1و  cyp19b ،gpr54a) یهاژن انیو ب یشناسمطالعات بافت یبرا

در  gpr54aو  kiss1 ،cyp19b یهاژن انیب ن،ی. همچناسترخ داده  ییایمیوشیب یدر پارامترها یتوجهقابل

را  یقابل توجه شیافزا Kiss1 مارینسبت به ت  ACKISS1 ماریبافت مغز و هم در بافت تخمدان در ت ینمونه ها

 یهاتیتعداد اووس GnRHو  نیپپتسیک ریتخمدان مشخص شد که تحت تأث یشناسدر بافت نینشان داد. همچن

 کرده است. دایپ شیافزا یداریمعنصورت به دهیرس

  

  11/6/1401تاریخ دریافت: 
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 ۱2/۱2/۱40۱تاریخ چاپ الکترونیکی: 

 
 مسول: نویسنده*
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 هورمون، تولیدمثل، ۱-پپتین، کیسکیسطراحی پپتید،  ها:کــلید واژه  

 مقدمه

ژن جدیدی را کشف کردند که در سرکوبگری متاستاز سرطان ملانومای انسانی نقش داشت.  ۱996و همکارانش در سال  Leeبرای نخستین بار 

 3در آن به معنی توالی سرکوبگر SS( نام گرفت که حروف KISS1) 2پپتینو سپس کیس ۱شد، ابتدا متاستینوسیله این ژن کد میپپتیدی که به

های بدن را در های کوچکی هستند که فعالیت مغز و سایر سیستمها از خانواده نوروپپتیدها هستند. نوروپپتیدها، مولکولپپتین. کیس]۱6[ است

ها،  ارتباط رند و با متأثر کردن گیرندهداران داهای فعال، عملکردی وسیع در مغز مهرهدهند. این مولکولمسیری اختصاصی تحت تأثیر خود قرار می

های آزادکننده گنادوتروپینی در هیپوتالاموس یک مسیر محوری برای شروع . ترشح هورمون ]۱8[ کنندنورونی را در سطح سلولی تنظیم می

ها رسانها پیاماز این محدودیتهایی وجود دارد که یکی محدودیت GnRHفرآیند تولیدمثل و کنترل آن است. با وجود این محور و نقش اصلی 

ها در پپتینحضور دارند. کیس GnRHهای تولیدکننده ها دانست که در بالادست نورونرسانتوان یکی از این پیامها را میپپتینهستند. کیس

ده فرآیند تولیدمثل کننوان تنظیمعنها بهپپتینتوان گفت که کیسهای جنسی حساس هستند. پس میاین جایگاه نسبت به بازخورد ترشح هورمون

                                                           
1 metastin 
2 kisspeptin 
3 suppressor sequence 
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 GnRHهای سازند تقریباً در نزدیکی نورونپپتین را میهایی که کیسنورون ]27، ۱2[ کندها را کنترل میو گنادوتروپین GnRHو بلوغ، ترشح 

های داخلی ها به محرکپپتینشود. میزان ترشح کیسمی GnRHهای در هیپوتالاموس قرار دارند. ترشح این پپتیدها منجر به تحریک نورون

های بازخورد منفی استروئیدهای جنسی ها واکنشی نوری بستگی دارد. طبق یافتههای خارجی مانند دورهازجمله استروئیدهای جنسی و محرک

 . ]۱۱[ شودپپتین کنترل میی کیسهای سازندهها در هر دو فرد نر و ماده، توسط نورونو گنادوتروپین GnRHبر تولید 

شوند روی هیپوتالاموس اثر بازخوردی دارند. این اثر که ممکن است مثبت یا داران توسط غدد جنسی تولید میاستروئیدهای جنسی که در مهره

 اتصالهای استروژن معمولاً به دو صورت آلفا و بتا حضور دارند که با گردد. گیرندهمی GnRHمنفی باشد، منجر به تحریک ترشح یا پایان تولید 

رل های مربوط به کنتدهند؛ بنابراین یا باعث تحریک یا باعث سرکوب رونویسی ژنبه تغییرات استروژن پاسخ می DNAبه توالی خاصی از 

ک ترشح هایی که باعث تحریها در هیپوتالاموس نقش اصلی را در کنترل ترشح هورمونپپتینها ثابت کردند که کیسشود. آزمایشاستروژن می

 . ]۱4[ شوند، دارندوژن میاستر

شده و هرسال نقش ( در غدد جنسی ماهیان نر بیانGpr54پپتین )ی کیسو ژن مربوط به گیرنده ۱مطالعات حاکی از آن هستند که ژن کیس

شده و وجود ها نشان داده در تخمدان ۱مطالعات گزارش کردند که بیان ژن کیس  .]22[ ها داردمهمی در رسیدگی جنسی و تولیدمثل آن

ی آن با رشد غدد . در سطح غدد جنسی ارتباط مستقیمی بین بیان ژن کیس و گیرنده]9[ پپتین در تخمدان ثابت شده استهای کیسگیرنده

 .]2۱[ جنسی وجود دارد

ریزی به کمک ها در مولدین و القای تخمسازی رسیدگی تخمکزمانشرایط مصنوعی، هم های درخطر انقراض درجهت بازسازی زخایر گونه

ده های مورد استفاگیرد. با توجه به محدودیت زمانی و مکانی حاکم در مراکز بازسازی زخایر، کیفیت و قیمت هورمونهورمون درمانی صورت می

ها از اهمیت ویژه برخوردار سازی رسیدگی تخمکزمانایش راندمان زادآوری و همها، یافتن کاندیدای مناسب جهت افزدر این صنعت و تحریم

 است.

 هاو روش مواد

 سنتز پپتیدها

که گروه استیل به  قرمزماهی  ۱پپتین ژن کیس(، کیسKiss1) قرمزماهی  ۱پپتین مربوط به ژن کیساند از کیسپپتیدهای سنتز شده عبارت

با توجه به توالی  Kiss1ماهی سالمون. توالی آمینواسیدی پپتید  GnRH( و ACkiss1آمینواسید تیروزین شماره یک آن اضافه شده است )

 تعیین شد.  قرمزماهی  ۱آمینواسیدی در ژن کیس ۱0پپتین نوکلئوتیدهای مربوط به کیس

با درجه خلوص  Kiss1خالص سازی شدند. پپتید  5شدند و به روش کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالاساخته  4همه پپتیدها به روش سنتز فاز جامد

سنجی به دست آمدند. ساختار شیمیایی این پپتیدها با روش طیف %94با درجه خلوص  GnRHو  %93با درجه خلوص  ACkiss1، پپتید 97%

 تأیید شد.  6جرمی

 

 آماده سازی محلول تزریقی

                                                           
4 Standard Fmoc solid-phase peptide synthesis chemistry 
5 Reversed-phase High Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC) 
6 Electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS) 
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میکروگرم  ۱00ها شامل پپتینلیتر از محلول تزریقی کیسلیتر بر یک کیلوگرم وزن ماهی تهیه شد. یک میلیتزریقی با نسبت یک میلیمحلول 

ی دوپامین( بود که در حلال پروپیلن گلیکول حل شده بودند. این دوز مورد نظر به کمک عنوان بازدارندهگرم دامپریدون )بهمیلی ۱0پپتید به همراه 

 میکروگرم مورد آزمایش قرار گرفته بودند تعیین شد.  200میکروگرم تا  ۱0پپتین از های مختلف کیسآزمون که در آن غلظتیک پیش

گرم از دامپریدون که در میلی ۱0به همراه  GnRHمیکروگرم از  ۱00گروه بود که در گروه اول  2شامل  GnRHمحلول تزریقی هورمون 

 میکروگرم از آن در این محلول وجود داشت.  GnRH ،200میکروگرم از  ۱00بودند. در گروه دوم به جای  پروپیلن گلیکول حل شده

 ماهی مولد

سانتیمتر که ازنظر جنسی رسیده بودند از  5/۱5 ± 5/0گرم و میانگین طول  5/74 ± 5/0ماه و میانگین وزنی  ۱۱مولدین ماده ماهی قرمز با سن 

ها با آب کلرزدایی شده به مدت یک هفته نگهداری شدند و ه شد. برای سازگاری مولدین با شرایط آزمایشگاهی، آنمزرعه گیلانپور در رشت تهی

گراد، درجه سانتی 5/2۱ ± 8/0بار در روز با پودر اصفهان مکمل تغذیه شدند. در محیط نگهداری مولدین دمای آب  2صورت در این مدت به

ای در شرایط فیزیکوشیمیایی آب صورت نگرفت. بعد از کاریگونه دستبود و هیچ pH=  4/7بر لیتر و  میلی گرم 4/8 ± ۱/0اکسیژن محلول 

، یک L GnRHو  KISS1 ،ACKISS1 ،H GnRHگروه تیمار پپتیدی که شامل تیمارهای  4گروه تقسیم شدند،  6سازگاری، مولدین به 

طورکلی در هر گروه قطعه ماهی بود. به ۱0تکرار داشت که در هر تکرار  3ها این گروهگروه کنترل دامپریدون و یک گروه کنترل منفی. هرکدام از 

 عدد مولد(. ۱0تکرار و در هر تکرار  3قطعه ماهی وجود داشت ) 30

 تیمارها

 4ون تزریق شد ریدهای آن پروپیلن گلیکول و دامپعلاوه بر کنترل منفی که هیچ تزریقی در آن صورت نگرفت و کنترل دامپریدون که به نمونه

که  ACKISS1تزریق شد، تیمار  Kiss1میکروگرم بر کیلوگرم وزن ماهی پپتید  ۱00های آن که به نمونه KISS1تیمار دیگر جود دارد. تیمار 

رم بر میکروگ ۱00های آن که به نمونه L GnRHتزریق شد. تیمار  ACkiss1میکروگرم بر کیلوگرم وزن ماهی پپتید  ۱00های آن به نمونه

تزریق  GnRHمیکروگرم بر کیلوگرم وزن ماهی پپتید  200های آن که به نمونه H GnRHتزریق شد. تیمار  GnRHکیلوگرم وزن ماهی پپتید 

ریقات ی تزای تزریق شد. همهعنوان کنترل مقایسهعنوان یک هورمون تجاری روتین برای خانواده کپور ماهیان بهسالمون به GnRHشد.  پپتید 

 8خون  های بیوشیمیاییزمان آزمایش اثر پپتیدها بر شاخصای مولدین صورت گرفت. مدتی سینهی بالهبه کمک سرنگ انسولین در عضله

 ساعت در نظر گرفته شد. 24شناسی و بیان ژن لیدمثلی، بافتهای توساعت و برای شاخص

 گیریخون

گرم در لیتر قرار داده میلی 50گیری مولدین در محلول پودر گل میخک با غلظت گیری صورت گرفت. قبل از خونساعت بعد از تزریق خون 8

ها ی مخرجی صورت گرفت. خونینه و از سیاهرگ بالهسی هپارسی 5های گیری توسط سرنگهوش شوند. پس از بیهوشی خونشدند تا بی

ها جدا شود. بعد از سانتریفیوژ شدند تا پلاسما از سلول rpm 3000لیتری ریخته شده و در سانتریفیوژ  با دور میلی 2های بلافاصله در میکروتیوپ

 امترهای بیوشیمیایی منتقل شد.گیری پارجدا شدن، پلاسما توسط یونولیت حاوی پودر یخ به آزمایشگاه جهت اندازه

 هاگیری هورموناندازه

استفاده  (Product Code:4925-300)ساخت کشور آمریکا  Monobindگیری پارامترهای بیوشیمیایی پلاسما از کیت شرکت برای اندازه

 کند.گیری استفاده میبرای اندازه ELISA -شد. این کیت از روش الیزا

 تخمک کشی از مولدین
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ی اثر انواع پپتیدها از مولدین ساعت بعد از تزریق برای مقایسه 24ساعت در نظر گرفته شد.  24مان لازم بین تزریق پپتیدها و تخمک کشی زمدت

که طوریتخمک کشی صورت گرفت. برای این کار ناحیه زیرین و اطراف مخرج مولد توسط حوله خشک شد سپس با فشار نرم به ناحیه شکم به

ی خشک و تمیز ریخته شد. برای به دست آوردن میزان هماوری ها در داخل سطل شستهز سمت سر به سمت مخرج باشد تخمکجهت فشار ا

 گیری و شمارش شد.های آن با ترازوهای دقیق اندازههر مولد، مقدار تخم

 اسپرم گیری و لقاح

مخرجی  ی شکمی وقاح خشک صورت گیرد. برای این کار دوباره ناحیهها اسپرم ریخته شد تا لها در سطل ریخته شدند روی آنبعدازاینکه تخمک

صورت دقیقه به 5ها به مدت ها ریخته شد. برای لقاح اسپرم و تخمک این تشتمولدین نر با حوله خشک شد و با فشار نرم اسپرم روی تخمک

ضافه شد و تکان دادن کماکان ادامه داشت. چند ساعت بعد که ها ای تشت به تخمآرامی مقداری آب تمیز از دیوارهخشک تکان داده شد سپس به

 صورت کامل آبگیری کردند در ویس گذاشته شدند.ها بهتخم

 ی درصد لقاحمحاسبه

قاح درصد ل یتشخیص بودند. برای محاسبهاند یا خیر قابلها بودند ازنظر اینکه لقاح کردههایی که در داخل ویسساعت بعد از لقاح تخم 24حدود 

 های لقاح یافته و لقاح نیافته شمارش شد.ها با آب در داخل پتری دیش ریخته شد و در زیر لوپ مقدار تخممقداری از تخم

 شده( = درصد لقاحهای لقاح یافته شمارشتعداد تخم /های لقاح یافته )تعداد کل تخم× ۱00 

 ی درصد تفریخمحاسبه

ها به دست آمد و چون از قبل تخم بیرون آمده بودند تمام لاروهای داخل هر ویس شمارش شد و تعداد آنروز بعد از لقاح که تمام لاروها از  5

 شده بود با استفاده از فرمول زیر درصد تفریخ به دست آمد.های ریخته شده در هر ویس شمردهتعداد کل تخم

 یختعداد لارو داخل ویس( = درصد تفر /های داخل ویس )تعداد کل تخم× ۱00

 بافت شناسی 

مثل های مرتبط با تولیدگیری میزان بیان ژنشناسی تخمدان و اندازهها جهت مطالعات بافتساعت پس از تزریق، بافت مغز و تخمدان نمونه 24

(kiss1 ،gpr54a  وcyp19b )در محلول ساعت  6ها جدا شده و به مدت ساعت بعد از تزریق تخمدان 24شناسی، برای بافت. ]29[ جدا شدند

ازی و سدرصد چندین بار شسته شده و سپس توسط ایزوپروپانول آبگیری شدند. شفاف 70شده، توسط اتانول های تثبیتبوئن تثبیت شدند. بافت

ه روش ها بآمیزی بافتها به حمام پارافین انتقال یافتند. رنگها توسط سری اتانول و زایلن صورت گرفت و در آخر بافتآبگیری نهایی بافت

 . ]25[ هماتوکسین و ائوزین انجام شدند

 بیان ژن

از نمونه بافت کبد توسط نیتروژن مایع کوبیده شد  mg۱00-50( استفاده شد که پروتکل آن شامل TRIzolاز روش ) RNAمنظور استخراج به

 ۱5میکرو لیتر کلروفرم اضافه شد و به مدت  400 دقیقه در دمای اتاق قرار گرفت. سپس 5لیتر ترایزول اضافه شد و به مدت میلی ۱و به نمونه 

دقیقه در  ۱5دقیقه در دمای محیط قرار گرفت. نهایتاً محلول حاصله در سانتریفیوژ به مدت  2-3ثانیه تحت تکان شدید قرار گرفت و به مدت 

-300آرامی جدا شد. از هر نمونه حدود به RNAویقرار داده شد. بعد از ایجاد سه فاز، فاز رویی حا۱2000(RCFگراد و دور )درجه سانتی 4دمای 

بار تکان داده شد تا دو فاز  6آرامی برای میکرو لیتر ایزوپروپانول اضافه و به 500میکرو لیتر عصاره به میکروتیوب جدید منتقل شد.سپس  400

درجه  4دقیقه در دمای  ۱0و سپس به مدت  دقیقه در دمای اتاق نگهداری ۱0( باهم مخلوط شوند و به مدت RNA)ایزوپروپانول و عصاره 
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میکرو لیتر اتانول  ۱000شده جدا شد.سپس در سانتریفیوژ قرار گرفت و سپس ایزوپروپانول از رسوب تشکیل ۱2000(RCFگراد با دور )سانتی

گرفت. این مرحله دو بار انجام شد.  قرار 7500(RCFگراد و دور )درجه سانتی 4دقیقه در دمای  5به رسوب اضافه و در سانترفیوز به مدت  75%

میکرولیتر آب  60مانده بپرد. سپس دقیقه زیر هود قرار گرفت تا اتانول باقی 2به مدت  RNAبعد از خالی نمودن اتانول میکروتیوب حاوی رسوب 

DEPC  زیر هود استریل انجام شد(. در نهایت  گراد قرار گرفت )تمام مراحل دردرجه سانتی 55دقیقه در دمای  5اضافه شد و در بن ماری به مدت

 گراد نگهداری شدند.درجه سانتی -70ها تا انجام آنالیز در فریزرنمونه

DNase 

کیت فرمنتاز )ترمو،  DNaseها استفاده شد که از طریق پروتکل برای نمونه DNaseاز روش  DNAمنظور از بین بردن آلودگی ناشی از به

 آمریکا( انجام شد.

دقیقه در  30، اضافه شد و به مدت DNaseمیکرولیتر بافر  2و  DNaseمیکرولیتر 2شده، استخراج RNAمیکرولیتر از  ۱6اساس به بر این  

گراد قرار داده شد. درنهایت درجه سانتی 65دقیقه در دمای  ۱0اضافه و به مدت  EDTAمیکرولیتر، ۱گراد قرار گرفت. سپس درجه سانتی 37دمای 

 نگهداری شد. -70در فریزر  RNAمیکرولیتر از نمونه جداشده و به همراه مابقی 4

 نانودراپ

تدا دستگاه با آب ( استفاده شد. ابThermo Scientificاز روش نانودراپ  ) 280به  260و نسبت جذب  RNAبرای به دست آوردن غلظت 

DEPC عنوان بلانک صفر شد و سپس غلظت بهRNA  سنجیده شد. 280به  260و نسبت جذب 

 cDNAسنتز 

 استفاده شد.Thermo scientific از کیت  cDNAبرای سنتز 

 طراحی پرایمر

(، جستجو www.NCBI.NIH.gov/GeneBankهای توالی ژن )در گونه موردنظر با استفاده از بانک HSP70برای طراحی پرایمر، توالی ژن 

عنوان پیشرو  و معکوس  اختصاصی برای ژن باز اولیه به ۱8-22شده و ، قطعه موردنظر انتخابGene Runnerافزار شد. سپس با استفاده از نرم

HSP70 آمده در سایتدستمنظور ایجاد اطمینان از طراحی اختصاصی پرایمر، توالی بهطراحی شد. سپس بهNCBI بلاست شد. پرایمرها توسط ،

 (. ۱سنتز شد )جدول  Sinaclonشرکت  

 های تولیدمثلیتوالی پرایمر ژن -۱جدول 

Reverse Forward Gene 

CAAGATTTAGCCCGACCCAG TGAGTGCAAATCCTCACCGAA kiss1 

TTCCACAGAGGCTTGTCCCA TTCCATCAAAGACCCACGAGA gpr54a 

CCCTGTTCATGCATTCCGAT GCCAGCAACTACTACAACAGC cyp19b 

CCGCAAGATTCCATACCCAGG GACTTCGAGCAGGAGATGGG β-actin 

 

 آنالیز آماری
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اده ها استفاسمیرنوف برای سنجش نرمال بودن داده-وتحلیل آماری استفاده شد. همچنین از آزمون کولموگروفبرای تجزیه SPSSافزار از نرم

درصد  5 در سطح معناداری Duncanآزمون و پس (One-way ANOVA)طرفه از آزمون واریانس یک داری با استفادهشد. تعیین سطح معنی

(05/0>p .استفاده شد ) 

 نتایج

  E2و  FSH ،LHهورمون 

( p<05/0های کنترل نشان دادند )داری نسبت به گروههایی که تحت تأثیر پپتیدها بودند افزایش معنیدر گروه LHو  FSHغلظت هورمون 

هایی که تحت تأثیر پپتیدها بودند داشت. داری نسبت سایر گروهافزایش معنی H GnRHها در گروه (. همچنین غلظت این هورمون۱ل )شک

و کمترین غلظت  H GnRHها در تیمار های کنترل نشان نداد. بیشترین غلظت این هورمونداری نسبت به گروهافزایش معنی L GnRHگروه 

 منفی مشاهده شد.  ها در گروه کنترلآن

بتا استرادیولE2 (۱7  )داری در غلظت هورمون بودند افزایش معنی ACKiss1و  GnRHهای مختلف هایی که تحت تأثیر غلظتدر نمونه

(. p>05/0های کنترل مشاهده نشد )داری در غلظت این هورمون نسبت به نمونهتغییر معنی KISS1(. در گروه ۱( )شکل p<05/0مشاهده شد )

 های گروه کنترل مثبت یا کنترل دامپریدون ثبت شد. و کمترین غلظت آن در نمونه H GnRHبیشترین غلظت این هورمون در گروه 

 
در پلاسمای مولدین ماده ماهی قرمز که تحت تأثیر پپتیدهای مختلف قرار داشتند. حروف  E2و  FSH ،LHتغییرات غلظت هورمون  -۱شکل 

 باشد.های مختلف میدار در گروهدهنده وجود اختلاف معنینشان متفاوت بالای نمودار
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  LPL، کورتیزول و آنزیم DHP ،11KTهورمون 

هایی که تحت تأثیر غلظت پایین در نمونه DHP (17 alpha 20 beta-dihydroxy-4-pregnen-3-one)بیشترین غلظت هورمون 

هایی که تحت تأثیر غلظت بالای (. نمونه2( )شکل p<05/0قرار داشتند و کمترین غلظت آن در گروه کنترل منفی ثبت شد ) GnRHهورمون 

 (.p>05/0نشان ندادند ) DHPداری در غلظت هورمون قرار داشتند تغییر معنی GnRHهورمون 

های کتوتستسترون( نسبت به گروه ۱۱) 11KTداری در غلظت هورمون یهایی که تحت تأثیر پپتیدهای مختلف بودند تغییر معنیک از گروهدر هیچ

 (.p<05/0کنترل یا نسبت به یکدیگر مشاهده نشد )

(. غلظت این 2( )شکل p<05/0داری را نشان داد )هایی که تحت تأثیر پپتیدهای مختلف بودند افزایش معنیغلظت هورمون کورتیزول در نمونه

(. غلظت p<05/0قرار داشتند بالاتر بود ) GnRHهای بالا و پایین هورمون هایی که تحت تأثیر غلظتگروه از ACKISS1هورمون در گروه 

 (.p<05/0تر بود )ها پایینهای کنترل بالاتر ولی از سایر گروهاز گروه KISS1این هورمون در گروه 

های کنترل داشت داری نسبت به گروهای مختلف بودند افزایش معنیهایی که تحت تأثیر پپتیده)لیپوپروتئین لیپاز( در گروه LPLغلظت آنزیم 

(05/0>p بیشترین غلظت این آنزیم در گروه 2( )شکل .)ACKISS1  و کمترین غلظت آن در گروه کنترل منفی بود. گروهKISS1  کاهش

 (.p<05/0نشان داده است ) ACKISS1داری در غلظت این آنزیم نسبت به گروه معنی

 

در پلاسمای مولدین ماهی قرمز که تحت تأثیر پپتیدهای مختلف  LPL، کورتیزول و آنزیم DHP ،11KTتغییرات غلظت هورمون  -2شکل 

 باشد.های مختلف میدار در گروهدهنده وجود اختلاف معنیقرار داشتند. حروف متفاوت بالای نمودار نشان
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 های تولیدمثلیشاخص

(. بیشترین میزان هماوری یا 3( )شکل p<05/0داری داشت )های کنترل اختلاف معنیهای مختلف نسبت به گروهگروهمیزان هماوری نسبی در 

قرار داشت و کمترین میزان آن در گروه  GnRHبه عبارتی بیشترین میزان تولیدمثل در گروهی مشاهده شد که تحت تأثیر غلظت بالای هورمون 

ریزی طبیعی خود با مقدار کم را ریزی نکرد و چند روز بعد تخمساعت بعد از تزریق تخم 24روه کنترل منفی کنترل منفی مشاهده شد. درواقع گ

 (. p<05/0بالاتر بود ) KISS1و گروه  L GnRHصورت چشمگیری از گروه به ACKISS1انجام داد. میزان هماوری در گروه 

های کنترل قرار داشتند مشاهده شد و در گروه GnRHتأثیر غلظت بالای هورمون بیشترین میزان لقاح نیز مانند هماوری در گروهی که تحت 

داری در میزان افزایش معنی KISS1و  L GnRHنیز نسبت به گروه  ACKISS1(. گروه 3( )شکل p<05/0گونه لقاحی مشاهده نشد )هیچ

 (. p<05/0لقاح نشان داد )

ت به دنبال آن درصد لقاح و تفریخ در آن صفر شد اما در گروه کنترل دامپریدون چون ریزی وجود نداشدر گروه کنترل منفی چون هیچ تخم

ختلف بودند هایی که تحت تأثیر پپتیدهای مها نتوانستند با موفقیت لقاح کنند به دنبال آن درصد تفریخ صفر شد. میزان تفریخ در گروهتخمک

مشاهده شد. میزان تفریخ  ACKISS1و  H GnRHان تفریخ به ترتیب در گروه (. بیشترین میز3( )شکل p<05/0داری داشت )اختلاف معنی

 (. p<05/0بالاتر بود ) KISS1و  L GnRHهای از گروه ACKISS1در گروه 

 

 های مختلف مولدین ماده ماهی قرمز که تحت تأثیر پپتیدهای مختلف قراراختلاف میزان هماوری نسبی، درصد لقاح و تفریخ در گروه -3شکل 

 باشد.های مختلف میدار در گروهدهنده وجود اختلاف معنیداشتند. حروف متفاوت بالای نمودار نشان
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 در بافت تخمدان و مغز kiss1بیان نسبی ژن 

گروهی که  رجز دداری نشان ندادند بههای کنترل افزایش معنیهایی که تحت تأثیر پپتیدها بودند نسبت به نمونهدر گروه kiss1بیان نسبی ژن 

داری با گروهی تیمار شده بودند تغییر معنی GnRHهایی که با (. بیان نسبی این ژن در گروه4( )شکل p<05/0بودند ) ACKiss1تحت تأثیر 

فی و کمترین میزان بیان آن در گروه کنترل من ACKISS1بود نشان نداد. بیشترین میزان بیان این ژن در گروه  Kiss1که تحت تأثیر پپتید 

 مشاهده شد.

 

در بافت تخمدان و مغز مولدین ماده ماهی قرمز که تحت تأثیر پپتیدهای مختلف بودند. حروف متفاوت  kiss1تغییرات بیان نسبی ژن  -4شکل 

 باشد.ها میدار بین گروهدهنده اختلاف معنیبالای نمودار نشان

 در بافت تخمدان و مغز cyp19bبیان نسبی ژن 

ای کنترل هداری نسبت به گروههایی که تحت تأثیر پپتیدهای مختلف بودند افزایش معنیدر بافت تخمدان و مغز گروه cyp19bبیان نسبی ژن 

بیشترین میزان بیان این ژن نیز هم در بافت تخمدان و هم در  kiss1(؛ مانند ژن 5( )شکل 05/0>p) ACKISS1جز در گروه نشان نداد به

 ثبت شد. ACKISS1بافت مغز در گروه 
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در بافت تخمدان و مغز مولدین ماده ماهی قرمز که تحت تأثیر پپتیدهای مختلف بودند. حروف  cyp19bتغییرات بیان نسبی ژن  -5شکل 

 باشد.ها میدار بین گروهدهنده اختلاف معنیمتفاوت بالای نمودار نشان

 در بافت تخمدان و مغز gpr54aبیان نسبی ژن 

های کنترل و گروه داری نسبت به گروهاند افزایش معنیبوده ACKiss1و  GnRHهایی که تحت تأثیر در گروه gpr54aبیان نسبی ژن 

KISS1 ( 05/0نشان داد>p بیشترین میزان بیان این ژن به ترتیب در گروه 6( )شکل .)H GnRH  وACKISS1  ثبت شد و کمترین میزان

هایی که ایجاد کند و بیان این ژن در گروه gpr54aداری در بیان ژن نتوانستند افزایش معنی KISS1ثبت شد. گروه  KISS1بیان آن در گروه 

 (.p<05/0قرار داشتند ) Kiss1هایی بود که در اثر بودند بیشتر از نمونه GnRHتحت تأثیر 
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تحت تأثیر پپتیدهای مختلف بودند. حروف در بافت تخمدان و مغز مولدین ماده ماهی قرمز که  gpr54aتغییرات بیان نسبی ژن  -6شکل 

 باشد.ها میدار بین گروهدهنده اختلاف معنیمتفاوت بالای نمودار نشان

 هارسیدگی اووسیت

 Hها در گروه (. بیشترین میزان رسیدگی اووسیت7( )شکل p<05/0داری داشت )های مختلف اختلاف معنیها در گروهدرصد رسیدگی اووسیت

GnRH ویژه در گروه هایی که مولدین تحت تأثیر پپتیدها بودند بهمیزان آن در گروه کنترل منفی مشاهده شد. در گروه و کمترینACKISS1 

 های بیشتری در مراحل انتهایی رسیدگی خود بودند.ها اووسیت GnRHو 
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ده وجود دهنقرمز. حروف متفاوت بالای نمودار نشانها تحت تأثیر پپتیدهای مختلف در مولدین ماده ماهی تغییرات رسیدگی اووسیت -7شکل 

 باشد.های مختلف میدار در گروهاختلاف معنی

 

های ( تخمدان نمونهAاند. شکل های مولدین ماده ماهی قرمز که تحت تأثیر پپتیدهای مختلف بودهتغییرات رشد تخمدان و اووسیت -8شکل 

 ی پیش از زرده سازی هستند.ها غالباً در مرحلهها انجام نگرفت. در این گروه اووسیتیقی در آنگونه تزردهد که هیچکنترل منفی را نشان می

گرم بر کیلوگرم وزن بدن ماهی دامپریدون حل شده در پروپیلن میلی ۱0دهد که های کنترل دامپریدون را نشان می( تخمدان نمونهBشکل 

را  KISS1های تیمار ( تخمدان نمونهCی پیش از زرده سازی هستند. شکل ا غالباً در مرحلههگلیکول را دریافت کردند. در این گروه اووسیت

گرم بر کیلوگرم وزن ماهی دامپریدون حل میلی ۱0و  Kiss1میکروگرم بر کیلوگرم وزن بدن ماهی پپتید  ۱00های آن دهد که نمونهنشان می

( تخمدان Dی پیش از زرده سازی و زرده سازی قرار دارند. شکل ها در مرحلهه اووسیتشده در پروپیلن گلیکول را دریافت کردند. در این گرو

گرم بر میلی ۱0و  ACKiss1میکروگرم بر کیلوگرم وزن بدن ماهی پپتید  ۱00های آن دهد که نمونهرا نشان می ACKISS1های تیمار نمونه

 ی زرده سازی و اوایل رسیدگیها در مرحلهدریافت کردند. در این گروه اووسیتکیلوگرم وزن ماهی دامپریدون حل شده در پروپیلن گلیکول را 

 GnRHمیکروگرم بر کیلوگرم وزن بدن ماهی  200های آن دهد که نمونهرا نشان می H GnRHهای تیمار ( تخمدان نمونهEقرار دارند. شکل 

ی و ها در مراحل زرده سازگلیکول را دریافت کردند. در این گروه اووسیتگرم بر کیلوگرم وزن ماهی دامپریدون حل شده در پروپیلن میلی ۱0و 

 ۱00های آن دهد که نمونهرا نشان می L GnRHهای تیمار ( تخمدان نمونهFشوند. شکل ی رسیدگی مشاهده میبه صورت غالب در مرحله

ی دامپریدون حل شده در پروپیلن گلیکول را دریافت کردند. گرم بر کیلوگرم وزن ماهمیلی ۱0و  GnRHمیکروگرم بر کیلوگرم وزن بدن ماهی 

 شوند. ها در مراحل پیش از زرده سازی و زرده سازی مشاهده میدر این گروه اووسیت
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 بحث

طراحی و سنتز  قرمزماهی  ۱پپتینمطابق با توالی آمینواسیدی کیس Kiss1آمینواسیدی به نام  ۱0در این مطالعه سعی شده است که ابتدا پپتیدی 

ی بعد یک است انجام گرفت. در مرحله ۱0پپتین که کد کننده کیس قرمزماهی  kiss1شود. این کار با توجه به قسمتی از توالی نوکلئوتیدی ژن 

تصل شد. مصورت گرفت که در آن یک گروه استیل به گروه آمینی آمینواسید تیروزین شماره یک این پپتید  Kiss1مدیفیکیشن روی این پپتید 

زمایشگاهی ی یک مدل آگذارد با تزریق این پپتیدها به عضلهی بعد اثری که این مدیفیکیشن روی فعالیت زیستی این پپتید میدر مرحله

 موردمطالعه قرار گرفت.

ت است و گونه متفاو پپتین و نوعهای مختلف بسته به نوع کیسها در گونهدر مطالعات مختلف نشان داده شده است که ترشح گنادوتروپین

، ۱5،  8[ت پپتین روی انواع گنادوتروپین نیز متفاوت اسهای مختلف دارند و حتی تأثیر یک کیسهای مختلف تأثیر متفاوتی در گونهپپتینکیس

 ۱00خود )هم غلظت  GnRHهای کنترل و گروه نسبت به نمونه LHو  FSHمنجر به افزایش ترشح هورمون  Kiss1ی حاضر . در مطالعه]26

نیز باعث شده است که اثر  Kiss1بیشتر باشد. استیله کردن پپتید  FSHرسد که تأثیر آن روی هورمون میکروگرم( شده است ولی به نظر می

ش به مقدار کمی کاه LHبه مقدار کمی بیشتر از حالت طبیعی آن باشد ولی تأثیر این پپتید را روی هورمون  FSHاین پپتید روی ترشح هورمون 

ها در ها شده است. این افزایش غلظت گنادوتروپینهای کنترل منجر به افزایش غلظت این هورمونطورکلی نسبت به نمونهداده است ولی به

 GnRHق هورمون ها روی هیپوفیز پیشین از طریپپتینتواند به دلیل اثر غیرمستقیم کیسهای کنترل میپپتین نسبت به نمونهتیمارهای کیس

رشح تواند به صورت مستقیم روی هیپوفیز پیشین اثر گذاشته و منجر به افزایش تپپتین میگرچه بعضی از مطالعات معتقد هستند که کیسباشد 

 . ]23[ ها شودگنادوتروپین

نوع  2مایش در یک آز گردد.در ماهیان استخوانی می 11KTپپتین منجر به بالا رفتن غلظت هورمون مطالعات نشان دادند که تزریق کیس

نشان داده  E2و  11KTهای داری در غلظت هورمونتزریق شد و افزایش معنی scombroid fishپپتین متفاوت به جنس ماده مولدین کیس

های کنترل مثبت و کنترل دامپریدون منجر به افزایش سطوح ها در مقایسه با نمونهرفت که همه گروهدر این مطالعه نیز انتظار می. ]24[ است

در  11KTداری در غلظت هورمون کدام از پپتیدها منجر به افزایش معنیهیچ 2های استروئیدی جنسی در خون شوند. با توجه به شکل هورمون

ن ماده ماهی قرمز نشده است. این حالت معمولاً به این دلیل است که این هورمون آندروژن غالب در مراحل پیش از زرده سازی پلاسمای مولدی

 . ]3۱[ ی پیش از زرده سازی استدهنده عبور مولدین از مرحلهها نشاندر جنس ماده است و بالا نبودن این هورمون در این گروه

را سبب شده است.  E2افزایش بیشتری در غلظت هورمون  Kiss1های کنترل و هم نسبت به پپتید مونههم نسبت به ن ACKiss1پپتید 

ی اثر شده است. در مقایسه E2پپتین منجر به افزایش اثر این پپتید روی هورمون گونه برداشت کرد که استلیه کردن انتهای کیستوان اینمی

در  ACKiss1تر عمل کرده است ولی پپتید ضعیف GnRHنسبت به  Kiss1رمون، پپتید روی این هو GnRHهای ها با گروهپپتینکیس

این پپتید توانسته است اثر تحریکی بیشتر  GnRHهای بالاتر روی ترشح این هورمون دارد. در غلظت GnRHهای برابر اثری مشابه با غلظت

 داشته باشد. E2پپتین روی ترشح هورمون از کیس

در نتایج نشان  2داشته باشند. شکل  DHPرفت که پپتیدهای مختلف اثر تحریکی مشابهی روی هورمون چنین انتظار میدر این مطالعه هم

ها پپتینی کیساند. در مقایسهباعث افزایش غلظت این هورمون در پلاسما شده GnRHها و هم پپتیندهد که پپتیدهای مختلف، هم کیسمی

پپتین، دارند. در مورد انواع کیس DHPنوع پپتید اثر تقریباً مشابهی روی ترشح هورمون  2که در غلظت برابر این توان گفت گونه میاین GnRHبا 

آورده شده است هر دو  2طور که در شکل را افزایش دهد. همان DHPنتوانست اثر این پپتید روی هورمون  Kiss1استیله کردن انتهای پپتید 

 اند. داشته DHPابهی روی ترشح هورمون پپتین تقریباً اثر مشنوع کیس

ریزی نیاز به آبگیری و حجیم شدن دارند( ها قبل از تخمهای ماهیها )اووسیتگیری اووسیتیک مطالعه نشان داده است که کورتیزول برای آب

اند که با استیله کردن پپتید العه نشان دادههای این مطداده. ]20[ کندها ضروری است و افزایش کورتیزول به بهبود این فرایند کمک میدر ماهی
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Kiss1 توجه اثر این پپتید روی ترشح هورمون کورتیزول شده است. پپتید باعث افزایش قابلKiss1  منجر به افزایش غلظت هورمون کورتیزول

تروئیدی از طریق های استین روی هورمونپپهای کنترل منفی و کنترل دامپریدون شده است که دلیل آن به اثر غیرمستقیم کیسنسبت به نمونه

گردد. استیله کردن این پپتید باعث ترشح بیشترین مقدار هورمون کورتیزول در این مطالعه شده است. در ها روی غدد جنسی برمیگنادوتروپین

وی ترشح کورتیزول مؤثرتر از از نظر اثر بر ر GnRHهای مختلف هورمون مشخص شد که غلظت GnRHها با هورمون پپتینمقایسه اثر کیس

 مؤثرتر بود. GnRHغلظت  2از هر  ACKiss1عمل کرد ولی پپتید  Kiss1پپتید 

تر شها از مرحله زرده سازی پیشود زیرا هر مقدار که اووسیتعنوان بیومارکر عبور از مرحله زرده سازی شناخته میآنزیم لیپوپروتئین لیپاز به

ی حاضر نیز تیمار مولدین با در مطالعه. ]۱[ کندشوند میزان فعالیت این آنزیم افزایش پیدا میخود نزدیک میروند و به مرحله رسیدگی می

های کنترل دار غلظت این آنزیم نسبت به نمونهباعث افزایش معنی Kiss1پپتیدهای مختلف باعث افزایش غلظت این آنزیم شده است. پپتید 

 Kiss1ا پپتید ها باشد. میزان فعالیت این آنزیم در گروهی که بپپتین بر روند رسیدگی اووسیتاثر تحریکی کیستواند تأییدکننده شده است که می

 تیمار شده بودند برابر است. GnRHتیمار شده بودند تقریباً با گروهی که توسط هورمون 

ها ضروری است و نشان داده شده که تیمار مولدین با سیتپپتین برای رشد و بلوغ تخمدان و اوواند که حضور کیسمطالعات مختلف نشان داده

هایی که تحت تأثیر پپتیدها در این مطالعه نیز در گروه. ]28، ۱3، 6، 4-3[ شودپپتین منجر به افزایش میزان رشد تخمدان و اووسیت میکیس

ه به مراحل هایی کر پپتیدها قرار داشتند تعداد اووسیتهایی که تحت تأثیها مشاهده شد. در گروهبودند افزایش چشمگیری در رسیدگی اووسیت

مشاهده  H GnRHها در گروه های کنترل داشت. بیشترین سرعت رسیدگی اووسیتداری نسبت به نمونهبالاتر بلوغ رسیده بودند افزایش معنی

های گر تأثیر این پپتید روی هورمونداد که بیانها نشان داری در رسیدگی اووسیتهای کنترل افزایش معنینسبت به نمونه KISS1شد. گروه 

ه کردن ها اعمال کرده است. با استیلباشد که درنهایت تأثیر خود را روی گامتغدد محور تولیدمثلی مانند هیپوتالاموس، هیپوفیز و غدد جنسی می

 ست.ازپیش شده اها بیشتأثیر این پپتید روی رسیدگی اووسیت ACKiss1پپتین و تولید کیس

ریزی را در ها گذاشته بودند توانستند میزان تخمروی رسیدگی اووسیت GnRHهای مختلف هورمون ها و غلظتپپتینبه دنبال تأثیراتی که کیس

 ها داشته باشد به دنبالطور که توانست بیشترین اثر را بر رسیدگی اووسیتهمان GnRHمولدین ماهی قرمز بالا ببرند. غلظت بالای هورمون 

ریزی نیز با موفقیت توانسته است میزان هماوری و تخم ACKiss1ریزی و هماوری داشته است. پپتید گیری در میزان تخمآن باعث افزایش چشم

 داری بالا ببرد.را در این مولدین به صورت معنی

یی مانند پانکراس، هیپوفیز و غدد جنسی )بیضه و تخمدان( هاهای مغز و در اندامها در نورونهای دخیل در تولیدمثل، بیان این ژندر مورد بیان ژن

 . ]۱0[ ثابت شده است

و  GnRHهای هایی که تحت تأثیر پپتید بودند موردمطالعه قرار گرفت و مشاهده شد که در گروهدر گروه gpr54در این مطالعه نیز بیان ژن 

نتوانست منجر به افزایش  Kiss1ز و چه در بافت تخمدان وجود دارد. پپتید داری در بیان این ژن چه در بافت مغافزایش معنی ACKISS1گروه 

 در بافت مغز و تخمدان بالا رفته است. gpr54بیان این ژن شود ولی با استیله کردن انتهای آن، تأثیر این پپتید روی بیان ژن 

ای دیگر نشان داد که افزایش غلظت . مطالعه]۱7[ ها گزارش کرده استرا در بافت مغز و تخمدان ماهی cyp19bیک مطالعه بیان ژن 

ای دیگر روی جنس نر ماهی باس دریایی اروپایی ثابت . نتایج مطالعه]30، ۱9[ شودمی cyp19bهای جنسی باعث افزایش بیان ژن هورمون

ی ای دیگر مشاهده شد که تا مرحلهمطالعه . در]2[ یابدافزایش می cyp19bهای جنسی بیان ژن کرد که در بافت مغز این ماهی با تیمار هورمون

 رودشوند میزان بیان این ژن نیز بالا میها به مراحل انتهایی رسیدگی نزدیک میپایین است ولی وقتی گامت cyp19bزرده سازی میزان بیان ژن 

]7[ . 
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داری های کنترل افزایش معنیپپتیدها نسبت به گروههایی که تحت تأثیر در بافت مغز و تخمدان در گروه cyp19bدر این مطالعه نیز بیان ژن 

گونه برداشت کرد که استیله کردن انتهای پپتید توان اینها میبودند. از این داده ACKiss1جز گروهی که تحت تأثیر پپتید نشان ندادند به

Kiss1  درنهایت منجر به افزایش اثر این پپتید روی بیان ژنcyp19b  هم در بافت تخمدان گردیده است.هم در بافت مغز و 

تروئیدی های اسپپتین را در جنس ماده دارد. هورمونهای جنسی دی مورفیک است و بیشترین ترشح کیسدر مغز نسبت به هورمون AVPVناحیه 

پپتین سنتز کیس گردد. افزایش بیان این ژن نیز با افزایشمی kiss1باعث افزایش بیان ژن  AVPVی جنسی با فیدبک مثبت روی ناحیه

با  AVPVی در ناحیه kiss1های طور خلاصه نورونبه. ]5[ گرددهای استروئیدی جنسی میی خود منجر به افزایش ترشح هورموننوبهبه

فت اشود. در این مطالعه هم در بافت تخمدان و هم در بهای جنسی در فیدبک مثبت هستند و افزایش یکی منجر به افزایش دیگری میهورمون

 E2رسد که به خاطر افزایش غلظت هورمون شده است. که این افزایش به نظر می kiss1منجر به افزایش بیان ژن  ACKiss1مغز تنها پپتید 

 شده است. ۱پپتینو سنتز کیس kiss1باشد که منجر به تحریک بیان ژن  AVPVدر خون و فیدبک مثبت آن روی ناحیه 

 نتیجه گیری

 N استیلاسیون موازات به Kiss1پپتید  که داد نشان تخمدان و مغز بافت دو هر در ژن بیان و شناسی، بافت هورمون، تحلیل و تجزیه نتایج

 از یکی عنوان به بیشتر تحقیقات از پس توان می را پپتید این. شود می kp-10 مثل تولید توانایی توجهی در قابل افزایش به منجر ترمینال

 .گرفت نظر در آینده در مصنوعی های هورمون برای جایگزین کاندیدهای
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Investigation of the biological activity of goldfish kisspeptin after adding an acetyl 

group to Tyr1 
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A B S T R A C T  ARTICLE TYPE 
In the present study, the goldfish kisspeptin peptide was synthesized using the solid 

phase synthesis method according to the nucleotide sequence of the goldfish 

(Carassius auratus) kiss1 gene. Next, an acetyl group was added to the amino group 

of Tyr1 to increase the biological activity. The synthesized peptide (referred to as 

ACKiss1) was purified by RP-HPLC and its structure was confirmed using 

electrospray ionization (ESI) mass spectrometry. To determine the biological activity, 

ACKiss1, native Kiss1 and commercial GnRH hormone were injected to goldfish, 

some important parameters of the reproductive physiology were studied. Kiss1 and 

ACKiss1 were injected with a dosage of 100 μg/kg fish body weight and GnRH was 

injected with dosages of 100 and 200 μg/kg body weight. 6 hours after injection, 

blood was taken from the caudal vein and sex hormones were measured in plasma. 

24 hours after injection, reproductive indices were measured in a series of fish. In 

another series of fish, 24 hours after injection, ovarian and brain tissues were 

separated for histological studies and expression of the reproductive-related genes 

(cyp19b, gpr54a, and kiss1). The results revealed that significant changes in 

biochemical parameters and gene expression were recorded in both brain tissue 

samples and ovarian tissue in ACKISS1 treatment. It was also found in ovarian 

histology that under the influence of kisspeptin and GnRH, the number of mature 

oocytes increased significantly. 
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