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Abstract 
 

Aim and Background: Diabetes is a chronic disease that affects the metabolism of sugar or blood 

glucose. This disease is caused by insulin resistance in the body. Diabetes can lead to various complications 

in the body, including liver damage. Berberine reduces the amount of damage caused by oxidative stress 

on mitochondria and increases the antioxidant capacity of liver tissue. exercise training causes 

mitochondrial biogenesis in diabetic patients. Therefore, the aim of this study was to investigate the effect 

of aerobic exercise with different doses of berberine chloride on the apoptosis of liver cells in diabetic male 

rats with streptozotocin. 

 

Material and methods: In this experimental study, 64 male Wistar rats were randomly divided into 8 

groups of 8. The groups include the control group, diabetic, diabetic and taking berberine chloride with a 

dose of 15 mg/kg, diabetic and taking berberine chloride with a dose of 30 mg/kg, diabetic with aerobic 

exercise, taking berberine chloride with a dose of 15 mg/kg, diabetic with aerobic exercise and the 

consumption of berberine chloride with a dose of 30 mg/kg, diabetics with aerobic exercise and the control 

group with aerobic exercise were divided. Intraperitoneal injection of streptozotocin 60mg/kg was used to 

make diabetic groups diabetic. Berberine chloride (15 and 30 mg/Kg) was taken orally by gavage once a 

day. The exercise groups performed aerobic exercise for 6 weeks with an intensity of 50-55% of maximum 

oxygen consumption. 48 hours after the last training session, the liver tissue was extracted to check the 

changes of caspase3 protein. Using the TUNEL method, the amount of apoptosis in the liver tissue was 

evaluated. Data were analyzed using one-way analysis of variance and Tukey's follow-up test. 

 

Results: In the present study, diabetic rats showed a significant increase in liver tissue apoptosis and 

caspase3 protein expression. Treatment of diabetic animals with berberine in doses of 15 and 30 mg/kg led 

to a significant reduction of apoptotic cells in diabetic rats. The expression of caspase3 protein in the 

diabetic group with aerobic exercise and berberine chloride consumption at a dose of 30 mg/kg was 

significantly decreased compared to the diabetic group and berberine chloride consumption at a dose of 15 

mg/kg. 

 

Conclusion: It seems that the treatment of diabetic rats with berberine chloride together with exercise 

activity was able to prevent the occurrence of apoptosis in the liver tissue and improve the liver damage 

caused by diabetes. 
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 مصرف بربرین کلراید بابررسی تاثیر توامان تمرین هوازی 

 ویستار دیابتی شده با استرپتوزوتوسینهای نر های کبدی در رتبر آپوپتوز سلول 

 ٤، محمدعلی آذربایجانی ۳، فرهاد رحمانی نیا*2، علیرضا علمیه۱محسن قدیمی 

 رشت، دانشگاه آزاد اسلامی، رشت، ایران واحد  ،گروه تربیت بدنی.۱

 رشت ، دانشگاه آزاد اسلامی، رشت، ایران واحد گروه تربیت بدنی،  .٢

لانبدنی و علوم ورزشی، دانشگاه گیفیزیولوژی ورزشی، دانشکده تربیت  گروه .۳          

 ، ایران تهران، اسلامیآزاد ، دانشگاه یمرکزتهران واحد گروه تربیت بدنی،  .٤

 چکیده     

گذارد. این بیماری در شرایط تاثیر می گلوکز خون یا متابولیسم قندیک بیماری مزمن است که بر روی  دیابت :سابقه و هدف

بربرین   .تواند منجر به عوارض گوناگونی در بدن از جمله آسیب کبدی شودشود. دیابت میمقاومت به انسولین در بدن ایجاد می

تمرین  .دهدرا کاهش و توان آنتی اکسیدانی بافت کبد را افزایش می میتوکندریبر روی  اتیوهای ناشی از استرس اکسیدان آسیبمیز

 با همراه هوازی تمرین اثر بررسی حاضر پژوهش از هدفابراین بنشود . ورزشی در بیماران دیابتی باعث بیوژنز میتوکندریایی می

 بود. استرپتوزوتوسین  با شده دیابتی نر هایرت در کبدی هایسلول آپوپتوز بربا دوز متفاوت  کلراید بربرین مصرف

تایی تقسیم شدند. گروه ها شامل گروه  ٨ه گرو ٨رت نر ویستار به صورت تصادفی به  ٦٤تجربی  مطالعه این در :مواد و روش ها

، دیابتی با mg/kg ۳۰ و مصرف بربرین کلراید با دوز ، دیابتی mg/kg ۱۵کنترل، دیابتی، دیابتی و مصرف بربرین کلراید با دوز   

، دیابتی mg/kg ۳۰مصرف بربرین کلراید با دوز   ، دیابتی با تمرین هوازی و mg/kg ۱۵مصرف بربرین کلراید با دوز   تمرین هوازی 

 صفاقی داخل تزریق از های دیابتی گروهدیابتی کردن برای با تمرین هوازی و گروه کنترل با تمرین هوازی تقسیم شدند. 

 به صورت خوراکی صورت به روز در بار یک( ۳۰و  mg/Kg ۱۵)کلراید بربرین .شد استفاده هادر رت ٦۰  mg/Kgاسترپتوزوتوسین

 ٤٨دادند.  انجام درصد اکسیژن مصرفی بیشینه ۵۵-۵۰شدت با  هوازی تمرین هفته ٦ تمرین به مدت های شد. گروه خورانده گاواژ

 TUNEL روش از استفاده با. گردید استخراج caspase3 پروتئین تغییرات جلسه تمرین، بافت کبد برای بررسی آخرین از پس ساعت

 تحلیل و تجزیه توکی تعقیبی آزمون طرفه ویک واریانس آنالیز آزمون از استفاده با داده ها شد. ارزیابی کبد بافت در آپوپتوز میزان

 .شدند

 دادند. تیمار نشان caspase3 کبد و بیان پروتئین بافت آپوپتوز در را داریمعنی افزایش دیابتی هایحاضر موش مطالعه درها: یافته

 گردید. دیابتی هایموش در آپوپتوز دچار های سلول دارمعنی کاهش به منجر ۳۰و  mg/Kg ۱۵بربرین در دوز  با دیابتی حیوانات

دیابتی و مصرف  گروه به نسبت mg/kg ۳۰مصرف بربرین کلراید با دوز   دیابتی با تمرین هوازی و  در گروه caspase3 پروتیئن بیان

 .داشت داریمعنی کاهش mg/kg ۱۵بربرین کلراید با دوز   

و  از بروز آپوپتوز در بافت کبد پیشگیری کند است توانسته ورزشی فعالیت با همراه کلراید بربرینبه نظر می رسد  گیری:نتیجه

 بخشد. یب کبد ناشی از دیابت را بهبودآس

 .Iau Science،  ، رت های دیابتیcaspase3، آپوپتوز، تمرین هوازی، بربرین کلراید واژگان کلیدی:

 

 دمهمق      

 نتیجه در که است افزایش به رو متابولیکی اختلال یک دیابت

 هیپرگلیسمی به منجر انسولین سیگنالینگ یا ترشح در نقص

 و چربی کربوهیدرات، متابولیسم در اختلال با همراه مزمن

ژنتیک و چند  ین بیماری پلیادر . (۱)دشومی ها پروتئین

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 

  نویسنده مسئول:

 واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامی، رشت، ایران گروه تربیت بدنی ،

 elmieh@iaurasht.ac.ir: پست الکترونیکی

 ۱۱/۱٢/۱٤۰۱ :دریافت تاریخ

 ۱7/۰٤/۱٤۰٢ تاریخ پذیرش:
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 فعالیتعدم چاقی و  وه بر عوامل ژنتیکی و  محیطی،علاعاملی 

از  اختلالاتیمنجر به  نقش دارد و آندر ایجاد نیز جسمانی 

-هپاتوپاتی میآترواسکلروز و ، جملـه  نفروپاتی، رتینوپاتی

مانند  ناشی از دیابت هایبیماری از . بسیاری(٢،۳)شود

 زندگی کیفیت کبدی، بیماری های و عروقی قلبی هایبیماری

-می قرار تأثیر تحت را این بیماران زندگی به امید و

حفظ  باشد و در می اندامی موثر در متابولیسم کبد .(٤)دهند

 موثر است.و برقراری سطح گلوکز خون در محدوده طبیعی 

های افزایش قند خون منجر به عدم تعادل در واکنش

در  شود کهها میاحیاء در درون هپاتوسیت -اکسیداسیون

یند رآ. دو ف(۵)دشومی  های کبدبه آسیب سلول نهایت منجر

. یک حالت نقص متابولیکی دارددر ایجاد ضایعات کبدی نقش 

افتد و احتمالا مربوط به ق میاست که در تمام بیماران اتفا

پیشرفته است که مسئول  لاسیونمحصولات نهایی گلیکوزی

باشد و دیگری افزایش استرس میکبدی  افزایش فیبروز

. (٦)باشداکسیداتیو است که مهم ترین عامل مرگ سلولی می

 رادیکال و  ۱ROSتولید  که است این بر پژوهشگران اعتقاد

 مرگ تحریک و کبد بافت آسیب تشدید به منجر آزاد، های

 دیابت به مبتلا بیماران در آپوپتوز یا شده ریزیبرنامه سلولی

 انواع شدن فعال باعث تواندمی اکسیداتیو استرس .شودمی

 اختلال وها  پروتئین غیرطبیعی بیان مانند سلولی هایپاسخ

 مرگ یا آپوپتوز به نهایت منجر در که شود میتوکندری در

  Bax مانند پروآپوپتوز فاکتورهای. (7،٨)گرددمی سلولی

 آن، دنبال به  و میتوکندری بیرونی غشای نفوذپذیری باعث

 شوند که در نهایتمی سیتوزول داخل به c سیتوکروم انتشار

. (٩)گرددمی caspase3 سپس و caspase9 شدن فعال باعث

 طریق دو هر از caspase3اند که مطالعات متعددی نشان داده

-می DNA تخریب به منجر خارجی مسیر و داخلی مسیر

عنوان یک ضایعه بسیار . هپاتوپاتی دیابتی به(۱۰،۱۱)شود

به  گرفته قرار بررسی مورد محققان متعددیسط تو ،مهم

 کاهش ضایعات بافت کبد بیماران مبتلا به در سعی طوری که

دیابت از دیرباز آرزوی تمام پژوهشگران سراسر جهان بوده 

است. محققان تا به حال نتوانسته اند به شکل مناسبی 

برای جلوگیری و کنترل  که عـوارض جـانبی برخـی از داروهـا

را در بافت  شونداستفاده می ختلالات کبدی حاصله از دیابتا

رزشی منظم تا اینکه اخیرا نقش تمرینات و ،کبد کاهش دهند

-می . تمرین هوازی(۱٢)در پیشگیری از آن مطرح شده است

-بهبود بیماری وکنتـرل یک روش غیردارویی موثر برای تواند 

 نشان تحقیقات از . بعضی(۱۳) باشدناشی از دیابت های کبد 

 
1  Reactive Oxygen Species 

آپوپتوز  و اکسـیداتیو فشار التهاب، هوازی تمرین که اندداده

باعث بیوژنز  کبدیدر بیماران همچنین و  را کاهش

 .(۱٤)گرددمیتوکندریایی می

از گیاهان دارویی برای کاهش قند خون و  به طور سنتی، 

داروهای این ستفاده شده است. بهبود اختلالات کبدی، ا

گیاهی بــه خاطرکم بودن اثرات جانبی، در دسترس بودن و 

مورد ، به طور وسیع نسبت به داروهای شیمایی مـوثر بودنشان

به عنوان یک نمک  ربرینب .(۱۵)گیرنداستفاده قرار می

، (۱٦)اکسـیدانیآنتی خـواص باشد که به خاطرمی آلکالوئیدی

، ضد (۱٨)، ضد تومور(۱٦)، ضـد التهابی(۱7)آنتـی باکتریـال

شود شناخته میآن  (٢۰)و ضـد دیابت (۱٩)چربی خون

باشـد کـه از گیـاه های مفید میبربـرین کلراید یکی از مکمل

مطالعات نشان داده که بربرین . (٢۱)آیدزرشک به دست می

محافظت کبد از طریق کاهش التهاب و فشار اکسایشی باعث 

 القا داروی یک که استرپتوزوسین از در برابر سمیت ناشی 

هـا همچنین پـژوهش. (٢٢)گردداست، می دیابت کننده

و اکسید  آنیون های سوپر اسید نشـان داده اند که بربرین، 

ـال آزاد می را دفع کرده و باعث از بین رفتن رادیک نیتریک

 تمرینات و کلراید بربرینبه نظر می رسد  .(۱٦،٢۳)شود

های مسیرها  و مکانیسم به دلیل داشتن هوازی ورزشی

 درمانی مکمل کمکبه عنوان یک  هر کدام  توانندمی مشترک

استفاده شوند. در این ناشی از دیابت مورد در اختلالات کبدی 

 کلراید بربرین توامان  اثراتبا توجه به اینکه تا کنون راستا 

استرس بهبود در زمینه با همدیگر  هوازی تمریناتو

های -اکسیداتیو، التهاب و آپوپتوز در پاتوفیزیولوژی آسیب

تحقیق حاضر در ، شناخته نشده است بیماری دیابتناشی از 

 بربرین مصرف و هوازی تمرینتوامان  اثر صدد آن است که 

 ویستار نر هایرت در کبدی های سلول آپوپتوز بر کلراید

 را بررسی کند . (STZ) استرپتوزوتوسین با شده دیابتی

 هامواد و روش

آزمایشگاهی تجربی و از نوع  -ایتحقیق حاضر از نوع مداخله

های مربوط به حیوانات براساس خط آزمایشباشد. همه می

های قرارداد هلسینکی انجام شد و قوانین راهنمای مشی

انستیتوی ملی سلامت در نگهداری حیوانات آزمایشگاهی 

 تاریکی–. تمامی حیوانات با چرخه روشناییرعایت شده است

جامعه آزاد به آب و غذا نگهداری شدند.  دسترسی و ساعته ۱٢

] رت نر ویستار خریداری شده از انستیتو  ٦٤از آماری عبارت 
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درصد  ۵، در سطح معنی داری حجم نمونهپاستور ایران بود. 

 Medcalcدرصد و با استفاده از نرم افزار  ٩۵و توان آماری 

گروه ها  سر رت در هر گروه تعیین شد ٨به تعداد  18.2.1

 شامل موارد ذیل بودند:

 ای انجام نشد.هیچ مداخله گروهدر این  :((C گروه کنترل-۱

  داروی رت ها به در این گروه : ( D ( دیابتیگروه  -2

 .شد تزریق میلی گرم بر کیلوگرم ٦۰ با دوزاسترپتوزوتوسین 

 ]  mg/kg ۱۵  با دوز کلراید گروه دیابتی + بربرین -۳

D+Br(15)]  :ه ب روه رت های دیابتی، بربرین کلرایددر این گ

به صورت هفته  ٦ مدت بهمیلی گرم بر کیلوگرم ۱۵میزان 

 ( ۱۵). اواژ دریافت کردندگ

 mg/kg ۳۰  با دوز کلراید گروه دیابتی + بربرین -٤

D+Br(30)] ]  :های دیابتی، بربرین کلرایددر این گروه رت 

به صورت هفته  ٦ مدت بهمیلی گرم بر کیلوگرم  ۳۰به میزان 

  (30) .کردندگاواژ دریافت 

س حیوانات پ: ( TD+A) هوازی تمرین گروه دیابتی + -۵

اجرا  را هوازی مرینت ای هفته شش برنامه یک ،دیابت القای از

  . کردند

 تمرین +mg/kg  ۱۵دوز گروه دیابتی+بربرین کلراید با -6

 ،دیابت القای س ازحیوانات پ :] )AT  )+15D+ Br[هوازی

به هفته  ٦ مدت میلی گرم بر کیلوگرم به ۱۵ میزان به بربرین

، ای هفته شش برنامه یکدر گاواژ دریافت کردند و صورت 

 . اجرا کردند را هوازی مرینت

 تمرین +mg/kg ۳۰گروه دیابتی + بربرین کلراید با دوز  -٧

 ،دیابت القای س ازحیوانات پ  :[)AT )+30D+ Br[هوازی

به هفته  ٦ مدت کیلوگرم بهمیلی گرم بر 30 میزان به بربرین

، ایهفته شش برنامه یکدر دریافت کردند و  گاواژصورت 

  .اجرا کردند را هوازی مرینت

  این گروه در : ( (C+ATهوازی تمرین  +کنترل گروه -٨

 .اجرا کردند  را هوازی مرین، ت ای هفته شش برنامه یک

هایی که دیابتی نبودند به منظور وارد کردن به دو گروه از گروه

استرس ناشی از تزریق به همه حیوانات، حجمی معادل با 

STZ های تجربی، محلول نرمال سالین تزریق تزریقی در گروه

 شد.

 دیابت القای روش

 STZ دارویبا استفاده از  صحرایی هایموش مطالعه این در

 به(  حل شده در بافرسیترات میلی گرم بر کیلوگرم ٦۰) 

 7٢بعد از گذشت  .(٢٤)شدند دیابتی، صفاقی داخل صورت

ساعت  ۱٢، غلظت گلوکز خون پس از  STZساعت از تزریق 

لانست در  ناشتایی شبانه با ایجاد جراحت کوچک بوسیله

 )ساخت  دستگاه گلوکومتر از استفاده با و موشناحیه دم 

 لیتر، دسی در میلی گرم ۳۰۰ بالای و قندخون ژاپن( قرائت

شد. ارزیابی  فته گر نظر در شدن شاخص دیابتی عنوانهب

 شده توضیح داده تکنیک همان به هفته هر در خون گلوکز

 گردید. عمل

 کلراید بربرین

مکمل مورد استفاده پودر بربرین کلراید هیدرات شده از گیاه 

ی مورد % بود. این پودر به اندازه ٩۰زرشک با درجه خلوص 

شد. سپس محلول آماده نیاز در محلول نرمالین سالین حل می

گرم به ازای هر کیلوگرم وزن میلی ۳۰و  ۱۵شده با دوزهای 

بدن و در تمام روزهای هفته و به مدت شش هفته به صورت 

های مورد نظر خورانده خوراکی )گاواژ( قبل از تمرین به گروه

 .(٢۵)شدمی

 ینیتمر پروتکل

 درصد ۵۰-۵۵حاضر، از شدت تمرینی متوسط ) در پژوهش

اکسیژن مصرفی بیشینه( و در عین حال کارآمد از لحاظ 

-(. بدین صورت که گروه۱فیزیولوژیک استفاده گردید) جدول 

های تمرینی به مدت شش هفته در معرض تمرین نوارگردان 

( با شدت T.S8000)ساخت شرکت برج صنعت آزما مدل 

متوسط برای پنج روز در هفته و با تواتر سه روز تمرین و یک 

دقیقه برای  ۵روز استراحت قرار گرفتند. در هرجلسه تمرین، 

متر بر  ٤-۵دقیقه برای سرد کردن با سرعت  ۵گرم کردن و 

دقیقه در نظر گرفته شد که این مدت به زمان اصلی تمرین 

ین به تدریج مطابق با اضافه گردید. سرعت و مدت زمان تمر

افزایش یافت. همچنین حین برنامه تمرینی از هیچ  ۱جدول 

نوع شوک الکتریکی استفاده نشد و در صورت لزوم با استفاده 

از دست و یا ایجاد محرک صوتی روی درپوش نوارگردان، 

بیشینه  هوازی توان حیوانات وادار به ادامه تمرین گردیدند.
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)max2VO۱( هفته  ٦ از پس و تمرین برنامه ابتدای در فقط

 به رت هر کردن گرم برنامه .گرفت قرار گیری اندازه مورد

 قبل VO2max از صد در ۵۰ تا ٤۰ شدت با دقیقه۱۵ مدت

 یک دقیقه ٢ هر تردمیل سرعت . بود تردمیل برنامه اجرای از

 خستگی به رسیدن زمان تا دقیقه بر متر٨/۱ میزان به بار

 انتهای در به دست آمده نهایی سرعت به توجه با. یافت افزایش

 تمرینی برنامه هایشدت در موردنظر سرعت بیشینه، آزمون

 تبادل نسبت یک گرفتن نظر در با VO2max و آمد دست به

 .(٢٦)شد محاسبه رت هر برای ۱ از بزرگتر ٢تنفسی

 

 برنامه تمرین استقامتی: ۱جدول 

هفته  هفته اول متغیرهای تمرین

 دوم

 هفته ششم هفته پنجم چهارمهفته  هفته سوم

 ۱7-۱٨ ۱7-۱٨ ۱٤-۱۵ ۱٤-۱۵ ۱۰ ۱۰ سرعت )متر بر دقیقه(

 ٤۰ ۳۰ ۳۰ ٢۰ ٢۰ ۱۰ مدت )دقیقه(

 

 کبد بافت از گیرینمونه

 ٤٨) پایه شرایط در و مشابه شرایط کاملاً با حیوانات تمام

 ساعت ۱٢ از بعد و تمرین جلسه آخرین از بعد ساعت

میلی گرم  ۵۰-۳۰)  ۳با ترکیبی از داروی کتامین  ناشتایی(،

میلی گرم بر کیلوگرم( به  ۵-۳) ٤بر کیلوگرم( و زایلازین

 بلافاصله نظر مورد بافتصورت داخل صفاقی بی هوش شدند. 

 هایتیوب در فورا سالین با شو و شست و جداسازی از پس

 قرار RNA  تخریب از جلوگیری جهت RNA later حاوی

و سپس فریزر  بافت مربوط به نیتروژن مایع سپس شده داده

 راتییجهت انجام مطالعات مولکولی منتقل می کنیم.  تغ -٨۰

مورد  وسترن بلات کیتوسط تکن Caspase-3 نیسطح پروتئ

 قرار گرفت. یابیارز

توسط  caspase3  پروتئین بررسی تغییرات سطح

   تکنیک وسترن بلات

هموژنیزاسیون ی اول در انجام تکنیک وسترن بلات مرحله

بافت توسط بافر لیز و تعیین غلظت پروتئین به روش برادفورد 

جداسازی پروتئین است که توسط الکتروفورز با است. سپس 

. پس از آن گرفتانجام ( SDS-PAGE) آمیدلژل اکری

های جدا شده از ژل را به کاغذهای نیتروسلولز انتقال شنفراک

 BSAدرصد  ۵. سپس صفحات نیتروسلولز را در محلول ادیمد

بعد صفحات نیتروسلولز  . در مرحلهشد دربافر مخصوص بلوکه

 
1 Maximum Oxygen Consumption 
2 Respiratory exchange ratio 

بادی مخصوص را به مدت یک شبانه روز در بافر حاوی آنتی

و پس از گذشت زمان شدنگهداری   caspase3تئین وپر

نتی بادی ثانویه آدر  داده شدمذکور صفحات را با بافر شستشو 

کیت مخصوص  ،طبق دستورالعمل . در انتهاگردیدانکوبه 

به کمک دستگاه  پروتئینی هایسوبسترا افزوده ودر نهایت باند

gel document .سپس  قابل مشاهده و عکسبرداری شدند

تعیین و  Image Jم افزار نردانسیته باندهای حاصله توسط 

 .(٢7)گردیدآنالیز 

 مطالعات بافت شناسی

 ۳۰-۵۰)  ترکیبی کتامیندوز  بانیمی از حیوانات هر گروه 

میلی گرم بر کیلوگرم(  ۳-۵( و زایلازین )میلی گرم بر کیلوگرم

 پوست میانی برش با بلافاصله. شدندبه طور عمیق بیهوش 

 قلب ها،دنده خارجی کناره و دیافراگم قدامی شکم، جدار

مسدود  نزولی آئورت شریان چپ، ریه زدن کنار با شد. نمایان

 طریق این از و داده برش قلب نوک طرف در چپ، . بطنگردید

. شدصعودی  شریان آئورت ابتدای وارد پرفیوژن مخصوص لوله

 برای سالین نرمال محلول میلی لیتر ۱۵۰-٢۰۰حدود  ابتدا

 ۱۰ حدود زمان مدت در ها درون رگ از خون کردن خارج

 با استفاده %۱۰محلول فرمالین  از میلی لیتر ٢سپس  و دقیقه

 عبور ها رگ از دقیقه۱۰-۱۵زمان  مدت در و جاذبه نیروی از

 خارج بافت کبد پرفیوژن، عملیات اتمام از پس. شد داده

3 Ketamine 
4 Xylazine 
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 شدن خارج از بعد بلافاصله مورد نظر هاینمونه تمامی. گردید

 ثابت همان محتوی نمونه دارینگه ظروف در حیوان بدن از

 پس. شد منتقل شودمی استفاده پرفیوژن جهت که ایکننده

 بررسی منظور به پارافینی هایبلوک بافتی،  سازی آماده از

 .شد داده برش سلولی آپوپتوز

  

 آپوپتوز بررسی

های کبدی با استفاده از کیت ریزی شده سلولمرگ برنامه

که قطعه قطعه شدن  ) آلمانRoche ، شرکت TUNELتانل )

DNA   هسته ای در نتیجه مرگ  برنامه ریزی شده سلولی را

دهد )مطابق دستورالعمل کیت( مورد بررسی قرار نشان می

میکرومتر  7گرفت. از بافت های کبد موجود در پارافین مقاطع 

میکرو گرم در میلی  ٢)  Kتهیه شد و به آنها پروتئین کیناز 

و به آلمان ( اضافه گردید   Roche، شرکت PBSلیتر در 

دقیقه در دمای اتاق قرار داده شدند. سپس نمونه ها  ۱۰مدت

دقیقه در آن نگهداری شدند. آنگاه به  ۵منتقل و  PBSبه 

 TUNELمیکرومتر از محلول مخلوط کیت تانل ) ۵۰ها برش

Label Mix درجه  ۳7( اضافه گردید و در اتاقک مرطوب

به مدت یک ساعت در تاریکی قرار گرفتند. سپس  سلسیوس

-بار با محلول ٤فرو برده شدند که این عمل  PBSبرش ها در 

 چسب از استفاده با نهایت در وتازه تکرار شد.  PBSهای 

 شدن خشک از ها پسلام و  انجام گردید کردن مونته انتلان،

 شدند. بررسی  ٤۰۰ نمایی بزرگ با نوری میکروسکوپ با

 

 تجزیه و تحلیل آماری

کولموگراف ها از آزمون برای تعیین نرمال بودن توزیع نمونه

ی هابرای تجزیه و تحلیل داده اسمیرنوف استفاده شد. –

یک طرفه  آنالیز واریانس آماری  از آزمونحاصل از این مطالعه 

آزمون تعقیبی توکی استفاده شد. تمامی داده ها به صورت  و

انحراف معیار ارائه شد. محاسبات با استفاده از نرم  ±میانگین 

 P˂۰۵/۰. مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت  prism افزار

 شد.  گرفته نظر در معنی داری ملاک

 

 هایافته

 تانل تست با آپوپتوز بررسی نتایج

  ررسی بمورد های میزان آپوپتوز در بافت کبد گروه ۱شکل 

  .دهدهفته آزمون نشان می ٦در طی 
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 ارزیابی شده با تست تانل هایمیزان آپوپتوز در بافت کبد گروه -۱شکل 

                                                

 آپوپتوز شده سلول هسته -  سالم، سلول هسته +

 

 هاسلول کل به آپوپتوتیک هایسلول درصد تحقیقدر این 

 گروه در آپوپتوز هایسلول درصد .گرفت قرار مقایسه مورد

 دارمعنی افزایش سالم کنترل گروه با مقایسه در دیابتی کنترل

   mg/kgدر گروه دیابتی با مصرف دوز (. P>۰۰۱/۰)داد نشان

نسبت به گروه  mg/kg  ۳۰گروه دیابتی با مصرف دوز  و ۱۵

های آپوپتوز دیده در کاهش سلولداری تغییر معنی یدیابت

دیابتی با  گروه در. ) P>۰۰۱/۰ وP> ۰۵/۰ ) به ترتیب شد 

-سلول درصد در داری معنی کاهش) (AT+D تمرین هوازی

 شد مشاهدهدیابتی  گروه با مقایسه در آپوپتوز های

(۰۰۱/۰<P .)های دیابتی با تمرین هوازی گروه  در همچنین

 هایسلول درصد mg/kg ۱۵ , ۳۰مصرف بربرین با دوزهای  و

 دارمعنی کاهش کنترل دیابتی گروه با مقایسه در آپوپتوز

 درصد میزان(. P>۰۰۱/۰ و P>۰۵/۰  ترتیب به)   داد نشان

 دیابتی با تمرین هوازی گروه در آپوپتوز هایسلول

 کاهش آماری نظر از نیز کنترل دیابتی گروه با مقایسه در

 .(P>۰۰۱/۰است ) یافته دار معنی

های آپوپتوز بافت کبد نشان داده شده درصد سلول ۱در نمودار

 است. 
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 .ارزیابی شده با تست تانل گروه های در در بافت کبد  درصد آپوپتوز سلول ها  -۱نمودار

 (Dدر مقایسه با گروه دیابت ) #(، Cدر مقایسه با گروه کنترل ) *

 

با استفاده از تکنیک وسترن بلاتینگ  caspase3بیان پروتئین  (caspase3) ۳-نتایج بیان پروتئین کاسپاز

هفته آزمون مورد بررسی قرار  ٦های مورد آزمون طی در گروه

.گرفتند

. 

 

 بیان پروتئین بتا اکتین در بافت کبد گروه های تحقیقنسبت به  ۳-: بیان پروتئین کاسپاز٢نمودار

 D+Br(15)+ATدر مقایسه با گروه   $و   (Dدر مقایسه با گروه دیابت ) #(، Cدر مقایسه با گروه کنترل ) *

 

های در گروه ۳نتایج بررسی نشان داد که بیان پروتئین کاسپاز 

( افزایش Cگروه کنترل سالم )(نسبت به Dکنترل دیابتی )

در  caspase3( دارد. بیان پروتئین P>۰۵/۰معنی داری )

نسبت به  mg/kg ۳۰ گروه دیابتی با مصرف بربرین با دوز 

( نشان داد. P>۰۵/۰گروه دیابت کاهش معنی داری )

با تمرین هوازی و همچنین بیان این پروتئین در گروه دیابتی 

به گروه دیابتی نسبت  mg/kg ۳۰مصرف بربرین کلراید با دوز 

 mg/kg ۱۵با تمرین هوازی و مصرف بربرین کلراید با دوز  

] های گروه . در سایرشت(داP>۰۵/۰کاهش معنی داری )
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درمان هیچ کاهش معنی داری نسبت به گروه کنترل دیابتی 

 . نشدهای درمان مشاهده و دیگر گروه

نشان  B-actinبا  ۳باندهای حاصل از بیان کاسپاز  ٢شکلدر

 داه شده است . 

 

 تحقیق های گروه در بلاتینگ وسترن تست از حاصل باندهای - ٢ شکل                                   

 

 بحث 

که میزان نشان دادهای حاصل از این مطالعه حاکی های یافته

بربرین  واست دیابت افزایش یافته  با القایهای آپوپتوز سلول

به تنهایی و  میلی گرم بر کیلوگرم ۳۰و  ۱۵کلراید در دوز 

منجر به کاهش میزان آپوپتوز تواند با تمرین هوازی میهمراه 

صحرایی و  تحقیق. نتایج فوق با شدهای کبدی در سلول

بربرین کلراید همراه با فعالیت در مورد این که همکاران 

  Nrf2/HO-1ورزشی احتمالاً از طریق تنظیم افزایشی مسیر 

را مهار کند،  STZ تواند آسیب کبدی ناشی از می  PPARγو 

و  Chandirasegaranهمچنین با تحقیق  .(٢٨)مطابقت دارد

همکاران که تجویز بربرین کلراید به طور قابل توجهی کبد را 

از عدم تعادل آنتی اکسیدانی، التهاب و آپوپتوز ناشی از 

بخشد و همچنین عدم تعادل در هیپرگلیسمی بهبود می

، همخوانی کندهای متابولیسم کربوهیدرات را اصلاح میآنزیم

است که حضور در مطالعات متعددی گزارش شده  (.٢٩)دارد

عوامل آنتی اکسیدانی نقش دفاعی و محافظتی در کاهش 

بربرین به های کبدی متعاقب بیماری دیابت دارد. مرگ سلول

باشد که در بسیاری از گیاهان عنوان یک نمک آلکالوئیدی می

تا به اکنون مطالعات زیادی شود. یافت می از جمله، زرشک

اند. از آن جمله نشان دادهاثرات درمانی و مؤثر بربرین را 

کرد ی آنتی اکسیدانی بربرین اشاره توان به اثرات بسیار قومی

ضد  و  ( ۳۱ر )بربرین در آلزایم اثرات آنتی اکسیدانی .( ۳۰)

 ثابت شده است.  ( ۳٢ر )تومو

شده که بربرین کلراید توانسته  در برخی از مطالعات گزارش

فزایش دفاع آنتی استرس اکسیداتیو کاهش داده و باعث ا

دیگر نتایج از . (۱٦)های دیابتی گردداکسیدانی در کبد موش

در بافت  ۳کاسپاز تغییر در میزان بیان پروتئیناین تحقیق 

بربرین کلراید در دوز نتایج نشان داد . بودهای دیابتی کبد رت

-توامان با تمرین هوازی می میلی گرم بر کیلوگرم ۳۰و  ۱۵

 های کبدی شددر سلول ۳کاسپاز تواند منجر به کاهش میزان 

که مقدار این کاهش در مصرف بربرین کلراید به همراه تمرین 

نتایج فوق با تحقیق بیشتر بود.  mg/kg ۳۰هوازی با دوز  

نتایج حاصل از این پژوهش حاکی از هماهنگ بود. عزیزی 

در بافت کلیه گروه  Baxو  ۳کاسپازکاهش سطوح پروتئین 

بربرین نسبت  کیلوگرم بر گرم میلی ۳۰ دوز  هوازی + تمرین 

افزایش بیان  . ( ۳۳) هماهنگ بود ،  به گروه های دیگر بود

های ت کبد رتآپوپتوز در باف توانددر گروه دیابتی می ۳کاسپاز

های آزاد هیپرگلیسمی با افزایش رادیکال .دیابتی را القا کند

-، سپس جابهBax هیدروکسیل موجب بیان بالای پروتئین 

به میتوکندری که در نهایت منجر به آزاد شدن  Bax جایی 

 . ( ۳٤شود ) می  caspase3و فعال شدن    Cسیتوکروم

ها مطالعات نشان دادند که  دیابت و افزایش قند خون در رت

 کبدی هایسلول القا کاهش گلوتاتیون در میتوکندریباعث 

 گیریشکل اکسیژن، های آزادرادیکال میزان تولید افزایش و

و  ٩و ۳میتوکندری، فعال شدن کاسپاز  در غشایی هایکانال

 تمرین .(۳۵د )گردهای کبدی میدر نهایت آپوپتوز سلول

هوازی منظم یک رویکرد سالم و موثر غیر دارویی در جهت 
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مدیریت دیابت نوع دو می باشد و کمک به کنترل بهتر گلوکز 

 رونویسی فاکتور یک)Nrf2 گردد. و کاهش وزن بدن می

 است رونویسی عامل یک( بازی لوسین زیپ خانواده به متعلق

 و هومئوستاز حفظ برای را مختلفی هایژن رونویسی که

 استرس اکسیداتیو باعث .کندمی تنظیم سلولی مضر فشارهای

 دفاعی هایآنزیم آن در که جایی شده، هسته به  Nrf2انتقال 

. رد( تنظیم افزایشی داHO-1اکسیژناز ) آنتی اکسیدانی و هم

 نظیر شرایطی در اکسایشی فشار افزایشگزارش شده است که 

 استفاده و شدهNrf2 کاهشی تنظیم باعث توانددیابت، می

 وضدالتهابی اکسیدانی آنتی اثرات با تواندمی کلراید ازبربرین

 رسدمی نظر به. (۳٦) شودNrf2 بیان افزایش باعث دارد، که

 هایواسطه و NF-κB بیان سرکوب باعث تواندمی بربرین

 نشان متعددی طالعاتم .(۳7) شود PPARγ طریق از التهابی

 بر برا در کبد محافظت باعث PPARγشدن  فعال که داده

 التهاب اکسایشی، فشار کاهش طریق از کبدی هایآسیب

کاهش بیان رسد که به احتمال زیاد به نظر می. شود وآپوپتوز

 ۳۰در بافت کبد در مطالعه مان در دوز  caspase3 پروتئین

و   Nrf2تواند به علت فعال شدن میلی گرم بر کیلوگرم می

PPARγ  .شواهد تجربی نشان داده است توسط بربرین باشد

اکسیدانی های آنتیتواند بیان ژنمی PPARγکه فعال شدن 

و همکارانش نشان Sahraei M  مطالعه .( ۳٨د ) را افزایش ده

 فعالیتتواند تحت تاثیر می   Nrf2/HO-1دادند که  مسیر 

 تمرین که قرار بگیرد. گزارش شده است که هوازی ورزشی

 کبد، در  Nrf2/HO-1مسیر  افزایش فعالیت با هوازی منظم

اکسایشی  آسیب از جلوگیری در مهمی نقش و قلب کلیه

در  کبدی HO-1و Nrf2 بیان افزایش .دارد و آپوپتوز سلولی

 فشار اکسایشی افزایش به جبرانی پاسخ هوازی، تمرین نتیجه

 رسدمی نظر به. ( ۳٩د )باشاز استرپتوزوتوسین می ناشی

بهبود  و اکسایشی فشار کنترل با هوازی فعالیت ورزشی

، NF-κBو  Nrf2از طریق افزایش بیان  التهابی وضعیت

 می کاهش بافت های بدندر  را  دیابت از ناشی هایآسیب

 بربرین کلراید این تحقیق مصرفدر  رسدمی نظر به. (۳٨)دهد

NF-κو  Nrf2از طریق افزایش بیان  هوازی تمرین توامان با

B ، میزان بیان   کاهش داشتند، باعث که افزایی هم اثرات با

در بافت کبد موش های دیابتی شده  caspase-3پروتئین 

بربرین کلراید و تمرین های دقیقتر اثرات افتن مکانیسماست. ی

 .باشدمیتری دقیقتر و مستلزم آزمایشات گستردههوازی 

 نتیجه گیری

 اید و نمرینکلر بربرین که داد نشان حاضر پژوهش نتایج

 بافت از محافظت برای مناسب درمانیکمک   روش یک هوازی

بربرین همچنین . باشد می دیابت ازآپوپتوز ناشی  برابر در کبد

توامان با تمرین  میلی گرم بر کیلوگرم ۳۰و ۱۵کلراید در دوز 

در سلول  ۳کاسپاز هوازی می تواند منجر به کاهش میزان 

که مقدار این کاهش در مصرف بربرین کلراید  های کبدی شد

باشد. بیشتر می mg/kg ۳۰به همراه تمرین هوازی با دوز  

 سپاسگزاری

بدینوسیله از تمامی عزیزانی که در به ثمر نشستن این پزوهش 

بنده را یاری و راهنمایی نمودند نهایت سپاس و قدردانی را 

 ی رشتهدارم. این پژوهش استخراج شده از رساله دکتر

 باشد. میفیزیولوژی ورزشی دانشگاه آزاد رشت 
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