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  دهیچک
 و ي مرکزيستم عصبي هر دو سيطور نامطلوب هباشد که ب  يش قند خون م   يراه با افزا  ک هم يک اختلال مزمن متابول   ي قنديابت  يد: نه و هدف  يزم
 اثـرات  ي حاضـر بررس ـ ي  هـدف از مطالعـه  م آپوپتوز دارند،ي در تنظي مهم نقشBcl-2 ي   خانواده يها جا که ژن   از آن . کند ير م ي را درگ  يطيمح

در )  آپوپتـوز ي مهارکننـده  (Bcl-xL و Bcl-2 ،) آپوپتـوز ي کننـده  القـا  (Bax ري نظBcl-2 ي   خانواده يها ان ژن يک بر ب  يداسکوربين و اس  يانسول
  .باشد ي شده توسط استرپتوزوسين ميابتي ديها صحرايي   هاي موشپوکامپ يه

ن يادر ) I+AA و D ،I ،AA(و چهار گروه ديابتي ) C( شامل گروه کنترل ويستارنژاد   صحراييهاي  موشتايي از   پنج گروه شش:يبررس روش
 يشش هفته پـس از القـا  . القا شد) يصفاق داخل، گرم گرم به ازاي هر كيلو     ميلي ۶۰(ق استرپتوزوسين   ي تزر ي  لهيوس  هابت ب يد. دشمطالعه استفاده   

  يکاسـکورب  دياس ـبـا  مـار  يت  تحـت AA، گـروه  )يصـفاق  گرم در روز، داخـل   واحد به ازاي هر كيلو  ۶ تا ۴(ن  ي انسول  با ماريت  تحت Iگروه  ابت،  يد
 Dگـروه  . ي اسيداسـکوربيک قـرار گرفتنـد    اضافه   انسولين به باتيمار  تحتI+AAو گروه ) جلدي گرم به ازاي كيلوگرم در روز، زير    ميلي ۲۰۰(
 و پـروتئين بـه   mRNA در سطح Bax و Bcl-2  ،Bcl-xLهاي بعد از دو هفته تيمار، ميزان بيان ژن. کردند  سالين دريافت نرمال) ديابتي کنترل(

  .کمي بررسي شد شکل نيمه
 و هم در سطح mRNAسطح  هم دررا  Bcl-xL و  Bcl-2زان  ي و کاهش م   Baxزان  يش م يافزا)  D( گروه ديابتي    صحرايي  هاي    موش :ها افتهي

 و >۰۱/۰P بـه ترتيـب  (  بودبيشترC سه با گروه ي نيز در مقاBax/Bcl-xL و Bax/Bcl-2ن در اين گروه نسبت يچن پروتئين نشان دادند و هم
۰۰۱/۰P<.( سطح  ترکيبي دررت صو  هاسکوربيک به تنهايي و ب ن و اسيديمار با انسولي تmRNAزان ي و پروتئين مBcl-2 و Bcl-xL را افزايش 
 بيـشتر بـود  ) D(ها در مقايسه با گروه ديـابتي    نيز در اين گروهBcl-xL/Bax و Bcl-2/Bax نسبت  ،نيا علاوه بر .  را کاهش داد   Baxزان  يو م 

  .)Bcl-xL  براي >۰۱/۰Pو Bcl-2  براي >۰۵/۰P به ترتيب   ،AA و براي گروه >I+AA ، ۰۰۱/۰P و Iهاي  براي گروه(
ش يق افزايتوانند از طر ي م احتمالايبي ترکرتصو  ه و بييک به تنهاياسکورب دين و اسيدهد استفاده از انسول ق نشان ميين تحقيج اينتا: يريگ جهينت
مهار آپوپتوز . مهار کنند يابتي د صحرايييها  موشپوکامپ ي، آپوپتوز را در هBaxان ژن   يزان ب ي و کاهش م   Bcl-xL و   Bcl-2 يها ان ژن يزان ب يم

  . ابت کاهش دهديپوکامپ را در ديب هي از تخري ناشي حافظه نقص در يادگيري وتواند  يماحتمالا 
 Bcl-2 ،Bcl-xL ،Bax، پوکامپي هابت،يدن، يک، انسولياسکورب ديآپوپتوز، اس: يديواژگان کل
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  مقدمه
 ـ يک اختلال مـزمن متابول     قندي  ابتيد      ک اسـت کـه بـا       ي
ابـت  ي د . همراه اسـت   )Hyperglycemia (ش قند خون  يافزا

 ـ) ۱ ابت نـوع  يد(ن  ي از فقدان انسول   يتواند ناش  يم   ا مقاومـت  ي
ن ين همراه با کاهش ترشـح انـسول    ي به انسول  يطي مح يها بافت

) ۲ ابـت نـوع  يد(ر لانگرهانس لوزالمعده  ي جزا  ياه از سلول 
 در کـل ابت يوع ديشاساس مطالعات انجام شده،   بر ).۱(باشد  

ن زده  ي تخم ـ  بوده و   درصد ۸/۲در جهان    ۲۰۰۰ن در سال    يسن
 ـ ۲۰۱۰شود که تا سال      مي  ـلي م ۲۰۰ش از   ي ب ون نفـر از مـردم     ي

لام  طبق آمـار اع ـ ،رانيدر ا). ۲، ۳(ابت مبتلا شوند يجهان به د  
   .)۴(  وجود دارديابتي دماريبون نفر يليم ۵/۱ شده حدود

 ـ هر دو سينديابت به طور ناخوشا   يد  و ي مرکـز يستم عـصب ي
کند و  ي گرفتار ميا هي پايها ق آپوپتوز نورون ي را از طر   يطيمح
 از ديابـت، عـوارض ميکروواسـکولار        يش قند خون ناش   يافزا

. کنـد   ايجاد مـي   نوپاتييترشديدي نظير نوروپاتي، نفروپاتي و      
هـاي ديـابتي هـستند کـه        ترين عوارض ديابت، نوروپاتي    شايع

 ارادي را بـه   يستم عـصب  ي اتونوم و س   ياختلالات سيستم عصب  
ــد  ب ي از آســيناشــ ياخــتلالات شــناخت .)۵، ۶(همــراه دارن

نقـص در    ابت است و  يز از عوارض د   ينپوکامپ  ي ه يها نورون
تـر از افـراد      عي شـا  يابتيحافظه، يادگيري و شناخت در افراد د      

  ).۷،۳-۸(است    گزارش شدهيابتيغيرد
هيپوکامپ به عنوان يـک مرکـز مهـم در يـادگيري و حافظـه               

 آن در يهـا   حساس بـوده و نـورون  افزايش قندخوننسبت به   
 هرچنـد ). ۱۰و ۹(پـذير هـستند    العاده آسيب  فوقIابت نوع   يد

ابـت در  ي از ديهـاي عـصبي ناش ـ     تخريب سلول  يها سميمکان
آتروفـي دنـدريتي،     امـا . ده است شپوکامپ کاملا مشخص ن   يه

يـد، تغييـر بيــان   ييکورتهـاي گلوکوکو  تنظـيم کاهـشي گيرنـده   
، کاهش ناقلين انسولين و     يانسولين  رشد شبه   هاي فاکتور  گيرنده

  ).۱۱(ده است ش آپوپتوز مطرح ي القا
ريزي شـده اسـت کـه در        برنامه يآپوپتوز يک نوع مرگ سلول    

ک مختلـف نقـش داشـته و بـا      ي پاتولوژ ک و يلوژويزي ف طيشرا

 سـلول، متـراکم     يدگي ـر چروک ي ـات مورفولوژيک نظ  يخصوص
 DNAقطعـه شـدن       سـلول و قطعـه     ي  شدن هسته، تورم غـشا    

دو نوع مسير اصـلي     ). ۱۳،  ۱۲(د  شو نوکلئوزومي مشخص مي  
 ي  ر آپوپتوز با واسطه   ي مس -۱: براي آپوپتوز شناخته شده است    

ر آپوپتـوز ميتوکنـدريال     ي مـس  -۲) يجخـار (هاي مرگ    رندهيگ
ــ(  نظيــرهــاي آپوپتــوزي   در مــسير داخلــي پــروتئين.)يداخل

هايي که رها شدن     اگرچه مکانيسم . دنشو  آزاد مي  Cسيتوکروم  
کننــد،  هــاي آپوپتوتيــک ميتوکنــدريال را تنظــيم مــي پــروتئين
 نقش اساسي در تنظيم  Bcl-2اند ولي اعضاي خانواده      ناشناخته

. کننـد   خارجي ميتوکندري ايفا مـي     يپذيري غشا تغييرات نفوذ 
 آپوپتـوز  ي کننـده  هـاي مهـار   اند که پروتئين مطالعات نشان داده 

 سـالم بـودن     ،Mcl-1 و   Bcl-2، Bcl-xL نظيـر  Bcl-2 ي  خانواده
ــال يغــشا ــه کان ــصال ب ــا ات ــدري را ب ــاي   خــارجي ميتوکن ه

در مقابل . کنند  را حفظ ميي سلول يجه بقا يميتوکندري و در نت   
، Bax نظيـر    Bcl-2 ي  هاي پروآپوپتوزي خانواده   تصال پروتئين ا

Bid ،Bak و Bcl-xSخــارجي ميتوکنــدري ســبب ي بــه غــشا 
 خـارجي ميتوکنـدري و شـروع        يپـذيري غـشا    ش نفـوذ  يافزا

  ).۱۵، ۱۴(د شو يم آپوپتوز
 از  ي ناش يا برگرداندن عوارض عصب   ي و   يريشگين در پ  يانسول

 ـابت مانند اخـتلالات     يد  ـ يريادگي  و  يناپـس يپـذيري س   ميرم، ت
  . )۱۶(  نقـش داشـته اسـت      يت عـصب  ين سـرعت هـدا    يچن هم
ــ ــسول    هب ــه ان ــت ک ــده اس ــشان داده ش ــلاوه ن ــاکتور يع   ن و ف

ــبه  ــد ش ــسول رش ــيت ينيان ــوز در اليگودندروس ــا،   از آپوپت   ه
 يري جلـوگ يهاي سـرطان   سلولي ا ردهي و   ي پوشش يها سلول

  ). ۱۹-۱۷(کند  مي
 ي از علـل اصـل  يکيتيو به عنوان اکسيدا گر استرسياز طرف د 

 ـابت مطـرح گرد يتغييرات دژنراتيو مزمن در د    مـار بـا   ي تده وي
اسـت   هابـت کاسـت   ي عـوارض د   يها از بروز برخ    دانياکس يآنت
 ـاسکوربيک به عنوان يـک ترک      دياس،  )۲۰( داني ياکـس  ب آنتـي  ي

چه  اگر). ۲۱(کند  ها را از صدمات اکسيداتيو محافظت مي بافت
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 اسکوربيک کـاملا    يد اس يق اثر محافظت عصب   يقهاي د  سميمکان
اسـکوربيک در کـاهش مـرگ       ديست، امـا اس ـ   ي ـشناخته شده ن  

 و محافظـت  Fas اکـسيداتيو، مهـار آپوپتـوز ناشـي از     يسـلول 
 ـژنومي از طر    ي دارا يهـا  ق بـه دام انـداختن انـواع مولکـول         ي

غلـب مطالعـات    ا). ۲۲( نقـش دارد     يسلول ال داخل يژن فع اکس
 را بـه نفـع اسـتفاده از        ياند شواهد مناسـب    انسته هنوز نتو  ينيبال
 ـ ارايها در اختلالات شناخت  دانياکس يآنت مطالعـات   ه دهنـد و ي

  ).۲۳( است  اغلب محدود بوده
بـاط بـا نقــش   تر در اي جـامع ي جـا کـه تـاکنون مطالعــه    از آن

 ـ  از رونــد آپوپتــوز يريشگيــدر پن يانـسول هــا و  دانياکــس يآنت
  نگرفته اسـت،   رت صو ۱بت نوع   ايپوکامپ در د  ي ه يها نورون
 يين به تنهايو انسول کيداسکوربياساثر ق ين تحق ين در ا  يبنابرا

 ـآپوپتـوز در ناح    يرو بر يبي ترک رتصو  هب و پوکامـپ  ي ه ي  هي
ن از طريق ي شده توسط استرپتوزوسيابتيد  صحرايي هاي  موش
 ـتغ يبررس  ـزان ب ي ـرات م يي  مـورد  Bcl-2 خـانواده    يهـا  ان ژن ي

  .ه استگرفت  قرارمطالعه 
  

  بررسی  روش
 سر نـر و  ۱۵ (صحرايي موش سر   ۳۰ن مطالعه بر روي     يا      

 گرم و  ۲۵۰تا ۲۰۰ يبي به وزن تقر   ويستاراز نژاد   )  سر ماده  ۱۵
ــيســن تقر ــا ۸ يب ــه، ته۱۰ت ــ هفت ــ از ح شــدههي ــ واني  ي هخان

وانــات در يح.  انجــام شــده اســت  ي بــوعلي پژوهــشکده
 ساعت روشـنايي و     ۱۲ طي پژوهشکده و در شرا    ي  خانه وانيح

ــار۱۲ ــاعت ت ــهيکي س ــراي  و درج ــه ۲۳ ± ۲  رت ح ي  درج
.  شـدند ي آزاد بـه آب و غـذا نگهـدار   يو دسترس ـگراد    سانتي

کشي و کنترل قند خون از طريـق وريـد           حيوانات پس از وزن   
طور   هب )Bioname; Bioname, UK( دمي با استفاده از دستگاه

و چهار ) C(روه کنترل  شامل گييتا تصادفي به پنج گروه شش
 ـ، گروه د  )D( کنترل   يابتيگروه د [ب  تير به ت  يابتيگروه د   يابتي
مــار بــا يت  تحــتيابتيــ، گــروه د)I(ن يمــار بــا انــسوليت تحــت

ن يلمار بـا انـسو    يت  تحت يابتيو گروه د  ) AA(ک  ياسکورب دياس

هاي   موش. شدندم  ي تقس ])I+AA(ک  ياسکورب دي اس ي  اضافه  هب
 ساعت گرسـنگي و  ۲۴بتي پس از طي    هاي ديا   صحرايي گروه 

ــد از بيهوشــي   ــا   بع ــا کلروفــرم ب  استرپتوزوســين دارويب
)Pharmacia and Upjohon, USA (   با يك بار تزريـق داخـل

گرم ديابتي  گرم به ازاي هر كيلو      ميلي ۶۰به مقدار   ) IP(صفاتي  
 استرپتوزوسين در سرم فيزيولـوژي     ،جهت تزريق ). ۲۴(شدند  

سـه  .  دريافـت داشـتند  سرم فيزيولوژي فقط   C گروه   .حل شد 
 بـا قنـد     ي صحرايي   اه موشروز پس از تزريق استرپتوزوسين      

 در نظر گرفته    يابتييا بالاتر د  ليتر     دسي  در گرم  ميلي ۲۵۰خون  
که هر هفته وزن و   ششم در حالي  ي  در پايان هفته  . )۲۵ (شدند

 Iد، گـروه  ش ـ کنتـرل و ثبـت   قيدقطور    ه ب واناتيحقند خون   
داروسـازي اکـسير    ( )NPH( نيپروتـام ن  يمار با انـسول   يت تحت

ق ي تزررت در روز به صو واحد6 تا 4زان يبه م )بروجرد، ايران
ــز ــد ري ــروه )SC (يجل ــتAA، گ ــامين    تح ــا ويت ــار ب  Cتيم
د بـه فـرم قابـل       ياس کي اسکورب -ال() داروپخش تهران، ايران  (

رم بـه  گ ـ ميلي ٢٠٠با دوز ) تريل يلي م5در گرم    ميلي 5٠٠ق  يتزر
 )٢5 (يصفاق  داخل قيتزر رتصو  هبدر روز   گرم    هر كيلو    ازاي

 ي اضــافه  هتيمــار بــا انــسولين بـ ـ    تحــتI+AAگــروه  و
 بـه  D و Cگروه . گرفتند ک به مدت دو هفته قرار   ياسکورب دياس

 ـدر پا  .افـت داشـتند   ين در يسال  نرمال يمقدار مساو   ي  ان دوره ي
ادداشـت  يرل و    کنت  صحرايي ها موش وزن و قند خون      يدرمان

هوش و کشته ي با استفاده از کلروفرم ب   ي صحرايي   ها موش. دش
 يها موشها در طول خط وسط باز و مغز        آن ي  شده، جمجمه 

 يـخ بـسته    بـرش    ي   تختـه  يخارج و وزن شد و رو     صحرايي  
)Ice-cooled (    مننژ به دقـت برداشـته    يها قرار داده شد و پرده 

به تانک  شده و   دا  ح و ج  يپوکامپ به دقت تشر   يشد و سپس ه   
جهـت  گـراد   ي سـانتي    درجه -۷۰ يع منتقل و در دما    يازت ما 

ره ي ـگـر ذخ ي ديها شي و آزماDNA، RNAن، ياستخراج پروتئ 
  .ديگرد

 ـ تام ناح  cDNA: RNA تام و ساخت     RNAاستخراج    ي  هي
 ـبا اسـتفاده از ک     صحرايي  هاي    موشپوکامپ  يه ت اسـتخراج   ي
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RNA) ــانشر  ــ) ، آلم ــتورالعمل ش ــابق دس ــازنده مط رکت س
ــتخراج  ــاس ــتفاده از کcDNA. دش ــا اس ــ ب ــنتز ي  cDNAت س

 RNAطبق دستورالعمل شـرکت سـازنده از        ) يتواني، ل فرمنتاز(
 در ي بعدي  استفادهي ساخته شده برا   cDNAتام ساخته شد و     

  .دشره يذخگراد  سانتي ي  درجه ۲۰ يدما
    هبکمي  برداري معکوس نيمه  نسخه- اي پليمراز واکنش زنجيره

 mRNAزان  ي ـن م يـي  تع يبـرا  ):RT-PCR (زمـان  طور هـم  

 يکم ـ مـه ي نRT-PCR واکـنش   Baxو  Bcl-xL ،Bcl-2يها ژن
 ٢٠ ييحجـم نهـا   (RT-PCRمخلـوط  . انجام شدپلکس   مولتي

مخلوط  تر ازيکرولي م١٠، cDNA ميکروليتر ٢شامل) تريکروليم
، Qiagen Multiplex PCR 2x Qiagen, Germany  بافرياصل
  يهـا   ژني اختـصاص  يمرهـا يول از هـر يـک از پرا       کومي پ ١٠

Bcl-2 ،Bcl-xL  وBaxــم ــين  ، ه ــر  ١٠چن ــول از پرايم    پيکوم
  ).۱ جدول(عنوان کنترل داخلي استفاده شد   ه بGAPDHژن 

  
  GAPDH و Bcl-2 ،Bcl-xL ،Baxهاي  توالي پرايمرهاي ژن: ۱جدول

ها ژن پرايمرها  قطعهي اندازه  

F: 5'-CTG GTG GAC AAC ATC GCT CTG-3'   bp۲۲۸  
R: 5'-GGT CTG CTG ACC TCA CTT GTG-3' 

Bcl-2  

F: 5'-AGG CTG GCG ATG AGT TTG AA-3'  bp٣٥٧  
R: 5'-TGA AAC GCT CCT GGC CTT TC-3' 

BCL-XL  

F: 5'-TTC ATC CAG GAT CGA GCA GA-3'  bp۲۶۳ 
R: 5'-GCA AAG TAG AAG GCA ACG-3' 

Bax  

F: 5-'GGC CAA GAT CAT CCA TGA CAA CT-3'  bp۴۶۱   
R: 5'-ACC AGG ACA TGA GCT TGA CAA AGT-3'    

GAPDH  

  
ي   درجه٩5 يط دماي با شراBaxر ژن ي جهت تکثPCRواکنش 

 ٩5دمـاي  ( سـيکل  4٠قـه و طـي   يدق ١5 بـه مـدت      گراد  سانتي
ي   درجـه  ۶۲  ثانيـه، دمـاي    ٣٠بـه مـدت     گـراد     سانتي  ي    درجه
 گـراد   ي سـانتي    درجه ۷۲ ي ثانيه و دما   ۸۰ به مدت    گراد  سانتي

   ي  درجـه  ۷۲در دمـاي    سـپس    .انجـام شـد   )  ثانيه ۴۵به مدت   
 بـراي   PCR واکـنش    .قرار گرفت قه  ي دق ۳به مدت   گراد    سانتي

ي  درجــه ٩5 يط دمــايبــا شــرا  Bcl-xL و Bcl-2هــاي  ژن
ي  درجـه  ٩5 يدما(کل ي س5قه، طي يدق١5به مدت    گراد  سانتي
   به مـدت  گراد ي سانتي درجه 6٢ ه،ي ثان٣٠ به مدت  گراد  سانتي

 ـ ثان٣٠ به مدت گراد ي سانتي   درجه ٧٢ در دماي    ه و ي ثان 6٠ ) هي
ــ٢5و  ــا(کل ي س ــه ٩5 يدم ــانتي درج ــراد ي س ــدت گ ــه م    ب
 ـ ثان٨٠ به مـدت  گراد ي سانتي درجه 64  دمايه،ي ثان ٣٠  ٧٢ه وي

 ي درجـه  ٧٢يو در دمـا ) هي ثان٣٠ به مدت   گراد  ي سانتي   درجه
ــانتي ــراد  س ــدت  گ ــه م ــتگاه  ي دق٣ب ــتفاده از دس ــا اس ــه ب   ق

Corbett Research Thermocycler ) انجـام  )ياسيدني، استرال 
ريزي شده بـود کـه در طـي          اي پايه  گونه   به PCR شرايط   .شد

هاي انجام شده تکثير کنترل داخلي نيز در فاز تصاعدي           سيکل
هـاي اختـصاصي     باشد و در تکثير قطعات بـا پرايمرهـاي ژن         

 ييتـر از محـصول نهـا   يکرولي م 5سـپس   . رقابت نداشته باشـد   
ــتکث ــه روي ــر نمون ــ ير ه ــارز ي ــد٣ک ژل آگ ــاو  درص  يح

ان باندها بـا اسـتفاده از       يدر پا . الکتروفورز شد د  يبروما وميديات
مـشاهده و  ) Bioimaging System ) Syngene, UKدسـتگاه 

افـزار   دانسيتومتري باندها با استفاده از نـرم     . دشدن يعکسبردار
Kodack 1.D) UK (ــدر مقا ــدها ي ــا بان    GAPDH ژن يسه ب

  .انجام شد
ن و انجـام وسـترن      ياج پـروتئ  بـراي اسـتخر    :وسترن بلاتينگ  

ي   درجـه  ۷۰يره شده در دمـا يبلاتينگ، بافت هيپوکامپ ذخ  
 ـابتدا بـا اسـتفاده از بـافر ل        گراد    سانتي  Tris-HCl۵۰(کننـده    زي
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ــي ــولا ميل ــيpH= ، NaCl۱۵۰ ۷/۴ رم ــولا  ميل  EDTA ۱، رم
 ) protease inhibitor cocktailو قرص X-۱۰۰ تريتون ،رمولا ميلي

)يقه در دماي دق ۲۰ سپس به مدت     .دشهموژنيزه  ) ، آلمان شر 
.  شـد  ژفويسانتر دور در دقيقه   ۱۴۰۰۰با  گراد    سانتي  ي    درجه ۴

فـورد   مايع رويي آن برداشته شد و با اسـتفاده از معـرف بـراد             
کروگـرم از هـر   ي م۵۰حـدود .  گرديدن آن تعيين  يغلظت پروتئ 
ن استخراج شده پـس از مخلـوط کـردن بـا بـافر      ينمونه پروتئ 

قه در ي دق ۵ تا   ۳ و جوشاندن به مدت   ) Loading (يگذار مونهن
ه شـده   يهاي تعب  در داخل چاهک  گراد    ي سانتي   درجه ۹۶ يدما

ــل ژل ر ــر روي ژل   يداخ ــورز ب ــط الکتروف ــد و توس ــه ش خت
 ـي پروتئ يباندها درصد   ۵/۱۲ (SDS-PAGE) آميد آکريل يپل  ين

 )Laemmli (رمـستمر ياساس روش غ  الکتروفورز بر  وک  يتفک
  .)۲۶(شد نجام ا

ــورز ــس از الکتروف ــدهاپ ــي پروتئي، بان ــل ين ــه روش  حاص ب
 ـفلورا دي وينيليـدين  ي پل ـيبه غـشا  الکتروترانسفر   ) PVDF( دي

)Bio-Rad, Hercules, CA ( ه شـد  بـلات  يغشا. دندشمنتقل
زدايـي شـد    آميزي و رنگ   بلو رنگ  بريليان با استفاده از کوماسي   

  ل کيــــتوســــترن بلاتينــــگ طبــــق دســــتورالعم). ۲۷(
Attoglow Western Blot System  )Biochain, USA(  رقـت  .  انجـام شـد

 ـ) Bax) Biovision, USA  وBcl-2، Bcl-xLهـاي   بادي آنتي   هب
، ۱:۵۰۰: ازرتنـد  عبا رتيـب کار برده شده در ايمونـوبلات بـه ت        

 غـشاي بـلات    رتدر نهايت پس از مجـاو      .۱:۲۵۰ و   ۱:۱۰۰۰
  د و مــابينشــارج  از سوبــسترا خــءبــا سوبــسترا، غــشاشــده 

   دســتگاهدو لايــه ســلفون قــرار داده شــد تــا در داخــل      
Bioimaging System) Syngene ،UK(  ــشاهده و ــت مـ  جهـ

بـا روش   پس  س ـ. عکسبرداري از باندهاي پروتئيني قرار بگيرد     
 دقيقه عکس   ۵ از باندهاي پروتئيني در زمان       کمي لومينيسانس 

  .  شدگرفته
ــل داده ــه و تحليـ ــا تجزيـ ــراي تجز :هـ ــل بـ ــه و تحليـ   يـ

 يــک (ANOVA) هــا از آزمــون آنــاليز واريــانس آمـاري داده 
 ٠5/٠P. استفاده گرديد T-test student و Tukey testطرفه،

    SPSSافــزار از نــرم. دار در نظــر گرفتــه شــده اســت معنــي
  .ها استفاده شد  داده تحليل براي) 5/١١ويرايش (
  

  ها افتهی
  صحراييهاي  موشخون زان قند يم :رات قند و وزنييتغ     

ا بـالاتر   ي ـق استرپتوزوسين برابـر     يروز بعد از تزر     سه يابتـيد
 ـدر پا . بـوده اسـت   ليتـر     گرم بـر دسـي      ميلي ۲۵۰از  ي ان دورهي

 I+AA و   I گـروه     صحرايي هاي موشزان قند خون    ي م يدرمان
 يا ملاحظـه  طور قابل   ه ب D گروه    صحرايي هاي موشنسبت به   

 بايدر ابتدا هر پنج گروه وزن تقر. )۰۰۱/۰P(افته بود يکاهش  
 هــاي مــوش شــشم وزن ي ان هفتــهيــدر پا.  داشــتنديکــساني

 نـسبت بـه     يا ملاحظـه  طور قابل   ه ب يابتي د يها  گروه صحرايي
 ي ان دوره ين در پا  يچن هم. )۰۱/۰P(افته بود   يکاهش   Cگروه  
 نـسبت بـه   I+AA و I گـروه  صحرايي   هاي موش وزن   يدرمان
 ـDوه  گـر  صحرايي هاي موش  ـ   ه ب ) ۰۱/۰P(داري  يطـور معن

 ـ  . افته بود يش  يافزا  ـ  ياخـتلاف معن هـاي   مـوش ن وزن   يداري ب
 وجـود  I+AA و Iگـروه  ن يچن و هم D و   AAگروه  صحرايي  

  ).P=۸/۰ و P=۲/۰ب يرتبه ت(نداشت 
RT-PCR:   ـبا توجـه بـه اهم   در Baxو  Bcl-2، Bcl-xLت ي

 Cنيتامي و ونيريزي شده، اثرات انسول ر مرگ برنامه يم مس يتنظ
بـا   .دشها تعيين  ن مولکولين ايان ژن و مقدار پروتئ   يبر روي ب  

د کـه   ش ـپلکس مشخص    ي مولت يکم مهي ن RT-PCRاستفاده از   
 هــاي مــوشپوکامــپ ي هي هيــ در ناحBax ژن mRNAزان يــم

 Cگـروه   صـحرايي   هـاي    مـوش  نسبت بـه     D گروه   صحرايي
 mRNAو ميـزان    ) A۱ هاي شکل( )۰۰۱/۰P(داشته  افزايش  

 D گــروه صــحرايي هــاي مــوش در Bcl-xL و Bcl-2هــاي  ژن
 ۰۱/۰Pبـه ترتيـب  ( کـاهش داشـته اسـت    Cنسبت به گـروه     

 ژن  mRNAعلاوه ميـزان      هب ).B، C۱ هاي شکل() ۰۰۱/۰Pو
Bcl-2  و Bcl-xLصـحرايي هـاي  مـوش  هيپوکامپ ي هي در ناح  
ن و يمـار بـا انـسول    ي بعـد از دو هفتـه ت       I+AA و   I  ،AAگروه  

طور   هب D گروه    صحرايي هاي موشک نسبت به    يورباسک دياس
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 I+AA وIهـاي   براي گـروه (  نشان دادش  يافزا يا ملاحظه قابل
۰۰۱/۰Pو براي گروه   AA ۰۵/۰ به ترتيبP براي  Bcl-2 و
۰۱/۰P   براي Bcl-xL(  گـروه  صـحرايي    يهـا  موش نيب يول

I+AA  ،I   و AA ـ  ي ا   ،B هـاي  شـکل  (دار نبـود   ين اختلاف معن
C۲(. زان  يمmRNA   ژن Bax گروه  صحراييهاي موشز در  ي ن 
I  ،AA   و I+AA    گروه    صحرايي هاي موش نسبت به D   بعد از 

   افتـه بـود   يک کاهش   ياسکورب دياس ن و يمار با انسول  يدو هفته ت  
 AA و بـراي گـروه       I+AA ۰۰۱/۰P و   Iهـاي     براي گـروه  ( 

۰۱/۰ P( گروه   صحرايييها موش نيب يولI+AA ،I و AA 
   .)A۲ هاي شکل(دار نبود  يتلاف معنن اخيا

ــدر ناح Bax/Bcl-xL و Bax/Bcl-2 در ضـــمن نـــسبت  ي هيـ
 هـاي  مـوش  نسبت بـه  D  گروه صحرايي هاي موشهيپوکامپ  

 ۰۱/۰Pبـه ترتيـب     (افتـه بـود     ي افـزايش    C گـروه    صحرايي
  ن نـــسبتيچنـــ هـــم .)B۳ و A هـــاي شـــکل() ۰۰۱/۰Pو

Bcl-2/Baxو Bcl-xL/Bax گـروه   صـحرايي هـاي  موش درI  ،
AA و I+AA گـروه  صحراييهاي موش نسبت به D  ش ي افـزا

 و براي گـروه   I+AA ۰۰۱/۰P و   Iهاي    براي گروه  (افته بود ي
AA  ــب ــه ترتيـ ــراي ۰۵/۰P بـ ــراي ۰۱/۰P وBcl-2 بـ   بـ

Bcl-xL  (  گروه    صحرايي هاي موش نيبولي I+AA  ،I   و AA 
  ).B۴ و Aهاي  شکل(دار نبود  ين اختلاف معنيا

، با استفاده RT-PCRج حاصل از يييد نتا در تأ:نگوسترن بلاتي
 در Bax و Bcl-2 ،Bcl-xLهــاي  از وســترن بلاتينــگ پــروتئين

 .ندشد شناسايي صحرايي يها موشهاي بافتي هيپوکامپ    نمونه
 در  Bax آپوپتـوز  ي  کننـده  القان  يان پروتئ يزان ب ي م شدمشخص  

) A۵شکل   (D گروه   صحرايي  هاي موش هيپوکامپ   يها سلول
 يا ملاحظـه  قابلش ي افزاC گروه    صحرايي هاي موشنسبت به   

 ي  کننـده  مهـار هـاي    بيـان پـروتئين    کـه    ي در حال   .داشته است 
ــوز آ ــوش در Bcl-xL  وBcl-2پوپتــ ــاي مــ ــحراييهــ     صــ

 کـاهش داشـته   Cگروه  صحرايي  هاي   موش نسبت به    Dگروه  
ــت ــکل( اس ــاي  ش ــم ).C۵ و Bه ــزان بي ــروتئي ــا نيان پ  يه

 صـحرايي  هـاي  مـوش در Bcl-xL و  Bcl-2 پتوز آپوي کننده مهار
 D گـروه     صحرايي هاي موش نسبت به    I+AA و   I  ،AAگروه  

، I+AA گروه  صحرايييها موش بين يش داشته است وليافزا
I   و AA  هـاي    شـکل (  نداشـته اسـت    يا ملاحظـه   تغيير قابلB   

 ـزان ب ين م يچن هم ).C۶و    در  Baxن پروآپوپتوتيـک    يان پـروتئ  ي
 هاي موش نسبت به    I+AA و   I  ،AA گروه   صحرايي  هاي موش

 ني بـــيولـــ  کـــاهش داشـــته اســـتD گـــروه صـــحرايي
   يا ملاحظه  تغيير قابلAA و I+AA ،I گروه صحرايي يها موش

  ).A۶شکل (نداشته است 

  

                                    A                                       B                                    C 
 
 
 

 
 
 
 

  
  

 Bcl-xL وBax ،Bcl-2در مـورد ژن  ) D(و ديابتي ) C( گروه کنترل     صحرايي هاي   هيپوکامپ موش  mRNA کمي براي    نيمه RT-PCR :۱ شکل
A( : ي اختصاصي     تکثير قطعه)bp ۲۶۳ (  ژنBax     در مقايسه با GAPDH) bp ۴۶۱ .((B :  ي اختـصاصي    تکثير قطعـه)bp۲۲۸ ( ژنBcl-2 در 

  )bp ۴۶۱ (GAPDH در مقايسه با Bcl-xLژن ) bp۳۵۷(ي اختصاصي  تکثير قطعه: C)). GAPDH )bp ۴۶۱ه با مقايس
  ).وزن مولکولي استانداردنگر انش= MW) ( در هر گروه صحرايي موش۳=تعداد(
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A                                             B                                           C 
  

  
  
  
  
  
  

  
، )I( انسولين باتيمار ، ديابتي تحت)D(، کنترل ديابتي )C( گروه کنترل  صحراييهاي  هيپوکامپ موشmRNAکمي براي   نيمه RT-PCR :۲شکل
  ي اختــصاصي تکثيـر قطعـه  : A .Bcl-xL) و Bax ،Bcl-2هـاي   در مــورد ژن) I+AA ( اسيداسـکوربيک +انـسولين    و)AA(اسـکوربيک   اسـيد 

)bp ۲۶۳ ( ژنBax در مقايسه با GAPDH)  bp۴۶۱ .((B :ي اختصاصي  تکثير قطعه)bp۲۲۸ ( ژنBcl-2 در مقايسه با GAPDH) bp۴۶۱ .(
C :(ي اختصاصي      قطعه رتکثي)bp۳۵۷ (  ژنBcl-xL   در مقايسه با GAPDH) bp۴۶۱(. )در هر گروه صحرايي موش۳=تعداد ) (MW = نشانگر

  ).وزن مولکولي استاندارد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

پس از ) C(و گروه کنترل ) D (ي گروه ديابت   صحرايي يها   در هيپوکامپ موش   mRNA در سطح    Bax/Bcl-xL و   Bax/Bcl-2نسبت  : ۳شکل  
). C گروه يسه با در مقاBax/Bcl-2نسبت): C. B گروه يسهدر مقا  Bax/Bcl-xLنسبت) GAPDH .A با ژن يساز  باندها و نرماليدانسيتومتر

  ). در هر گروه صحرايي موش۳=تعداد( بيان شده است Mean ± E.S.Mصورت  ها به  داده
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  ھا گروه
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  ھا گروه
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A                                                                          B 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

۰۰۱/۰P# ۰۵/۰ و P            ۰۰۱/۰P# ۰۱/۰ و P    
 

  صـحرايي هـاي   در هيپوکامپ موشmRNA در سطح Bcl-xL/Bax و Bax/Bcl-2اسکوربيک بر نسبت  بررسي اثرات انسولين و اسيد    : ۴شکل  
پس از دانسيومتري بانـدها و  ) I+AA( صورت ترکيبي  اسيداسکوربيک به+و انسولين ) AA(اسکوربيک  ، اسيد )I(تيمار انسولين   گروه ديابتي تحت  

 صـورت   ها به داده Dدر مقايسه با گروه   Bcl-2/Baxنسبت): D Bدر مقايسه با گروه  Bcl-xL/Baxنسبت ): GAPDH .Aسازي با ژن  نرمال
Mean ± E.S.M در هر گروه صحرايي موش۳=تعداد( بيان شده است .(  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

و ) AA(، اسيداسـکوربيک  )I(تيمار انـسولين   ، ديابتي تحت)D(، ديابتي )C( گروه کنترل   صحرايي هاي  هيپوکامپ موش وسترن بلاتينگ   : ۵شکل  
بيـان پـروتئين    : Bax. (B ژن كيلودالتون۲۰بيان پروتئين   : Bcl-xL (A. و   Bax  ،Bcl-2هاي    در مورد پروتئين  ) I+AA(اسکوربيک  اسيد+ انسولين

  ) در هر گروه صحرايي موش۳=تعداد (Bcl-xL.  كيلودالتون۳۰بيان پروتئين : Bcl-2 C.دالتون  كيلو۲۵
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 و )AA(، اسيد اسكوربيك )I(  ديابتي تحت تيمار انسولين )D(و ديابتي ) C(گروه کنترل   صحراييهاي هيپوکامپ موشوسترن بلاتينگ : ۶شکل 
بيـان  : Bcl-2 (B. كيلودالتـون ژن  ۲۵ بيـان پـروتئين  : Bcl-xL  (A. و Bax  ،Bcl-2هـاي     در مورد پروتئين   )I+AA(اسيد اسكوربيك   +انسولين  
 )  در هر گروه صحرايي موش۳=تعداد( Bax دالتون ژن يلو ك۲۰بيان پروتئين : C) Bcl-xL.  كيلودالتون ژن ۳۰پروتئين

  
  بحث
نتايج اين تحقيق نشان داد كه افزايش قنـدخون ناشـي از              

ــوش  ــت در م ــده توســط      دياب ــحرايي ديــابتي ش هــاي ص
  Baxاسترپتوزوسين از طريق افـزايش بيـان ژن پروآپوپتـوزي   

 و اسـيد  انـسولين . كند  هيپوكامپ القا ميي  آپوپتوز را در ناحيه   
هـاي ضـدآپوپتوزي    اسكوربيك نيز از طريق افـزايش بيـان ژن     

Bcl-2 ، Bcl-xL ي ازک ـيآپوپتـوز  . كننـد  اين پديده را مهار مـي 
بالا بودن قند  که به است يابتي دي در نوروپات  ي اصل يندهايآفر

 رسـد  يبه نظر م  . شود يو نسبت داده م   ياسترس اکسدات  و   خون
 ـ آپوپتـوز از طر    ي گلـوکز باعـث القـا      يت سطح بـالا   يسم ق ي

 )Reactive Oxygen Species [ROS](ژن ي اکسيواکنش اختصاص
 ـ ايهـا  افتهي .)۲۰(د شو آزاد   يها کاليد راد يو تول  ن پـژوهش  ي

 ديـابتي   صحراييهاي  موش در افزايش قند خوندهد   ينشان م 
 در Bax/Bcl-xL و Bax/Bcl-2ش نــسبت  يهمــراه بــا افــزا  

ان ي ـش ب ي بـا افـزا    رتيب ت ينا  هپوکامپ است و ب   ي ه يها نورون
ــروتئ ــرو نيپ ــاي پ ــوز ه ــاهش ب و آپوپت ــک ــروتئي ــا نيان پ  يه

. دشـو  يهـا القـا م ـ      در ايـن سـلول     ي مرگ سلول  آپوپتوزي ضد
 mRNAنشان داده شده است      ۵و۱ يها طور که در شکل    همان

 ـ گـروه د   صحرايي  يها موش در   Baxن ژن   يو پروتئ  ) D (يابتي
ش داشته در   ي افزا C  گروه کنترل   صحرايي يها موشنسبت به   

 نـسبت   Bcl-xL و   Bcl-2 يها ن ژن ي و پروتئ  mRNA که   يحال
چـه در   اگر.  کاهش داشته استC گروه  صحرايي يها موشبه  

 رتپوکامــپ صــوي هي رويگــري دي ن خــصوص مطالعــهيــا
ون ي گـانگل يهـا   نـورون ي که بـر رو يمطالعاتنگرفته است اما  

 اسـت  گرفتـه    رتک صـو  ياتي نخاع و عصب س    ي خلف ي  شهير
 يابتي د  صحرايي ها موشدر  خون    افزايش قند نشان داده است،    

 Bax/Bcl-2ش نسبت يق افزاين از طريشده توسط استرپتوزوس
ش نسبت  ين افزا ين ا يچن  هم ).۲۸(شود   يم آپوپتوز   يسبب القا 
 ـ تازه متولد شـده ن    صحرايي يها موش ي مغز يها در نورون  ز ي

 بـا   دن قنـد خـون    بـالا بـو     احتمالا ).۲۹( استنشان داده شده    
 ـ يــ، مکانROSافـزايش ميـزان    کنــد کـه بــا   يسمي را اعمـال م

   فعـال شـده توسـط ميتـوژن         كينـاز  هـاي      پـروتئين  زيسا فعال
)MAP Kinas(گردد   آپوپتوز ميي باعث القا)۳۰(.  

 افـزايش قنـد خـون      ،کنند يشنهاد م يگر پ ين مطالعات د  يچن هم
هـا اثـر      نـورون  يم رو يان کلس ي از طرق تغيير جر    ممکن است 

   ).۳۱(بگذارد 
 از يريشگيــپ داســکوربيک درين و اسيبررســي اثــرات انــسول

نشان  يابتي د  صحرايي هاي موشهاي هيپوکامپ    آپوپتوز سلول 
 هبنيز  و ييک به تنها  ياسکورب دين و اس  ي که استفاده از انسول    داد

ن ي و پــروتئmRNAش ميــزان ي باعــث افــزايبــيترکرت صــو 

  
A  
 

 
B  
 
 

C 
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ن ي و پـروتئ  mRNAزان  ي ـهش م  و کا  Bcl-xL و   Bcl-2هاي   ژن
، انـد   در اين راستا مطالعات ديگر نـشان داده .گردد ي م Baxژن  

بـه طـور     ديـابتي     صـحرايي  هـاي  موشدر  استفاده از انسولين    
) Bax(  آپوپتوزي کننده ياي ميزان بيان پروتئين القا  ملاحظه قابل
 احتمـالا ). ۳۲ (دهـد  مـي  کـاهش    ويکليهاي   لولهدر سلول   را  

 ـ ي انـسول  استفاده از   يهـا   از اسـترس   يري جلـوگ  ي  لهيوس ـ  هن ب
  شـود   مـي هـا  نـورون در آپوپتـوز   از يريشگي ـمختلف سـبب پ  

)۳۳ ،۳۴(.  
 ممکن  يريزي شده سلول   مرگ برنامه گيري از     جلوجا که    از آن 

 ــ ر يــ نظيهــاي مولکــولي متعــدد سميــ مکاني لهيوســ  هاسـت ب
هـاي   نيان پـروتئ  ي ـل ب يها، سنتز فاکتور رشد، تعـد      نوروتروفين

ن کـه   ي استفاده از انسول   ،)۳۵(شود   انجام آپوپتوز   ي  کننده ميتنظ
 عامـل به عنوان يک     احتمالاد  شو  سبب تثبيت گلوکز خون مي    

هـا در برابـر    توانـد سـبب محافظـت نـورون      ينوروتروفيک م ـ 
ــوز  ــوآپوپت ــسول  . دش ــده ان ــشخص ش ــر م ــرف ديگ ن، ياز ط

اثـر  ) IGF (يني و فاکتور رشد شـبه انـسول       Cدي پپت ،نيانسول پرو
مـستقل  ن نيـز  يو درمان با انسول  ) ۳۷،  ۳۶(آپوپتوزي دارند    ضد

 ).۴۱-۳۸(د  شـو   تثبيت قند خون، سبب کاهش آپوپتوز مـي        از
 وابسته يرسان امير پي خود را از مسيآپوپتوز ن اثرات ضد  يانسول

 ـ از طرNF-BKسـازي    که منجـر بـه فعـال    Raf-Iبه     ريق مـس ي
 Pi-3-Kinase۴۲،۴۳ (کند شود، اعمال مي  مي(.  
ــ ــات قبل ــسول يمطالع ــه ان ــشان داده اســت ک ــوز ي ن ن از آپوپت

 ـ و   ي پوشش يها ها، سلول  اليگودندروسيت  يهـاي سـلول    ردهاي
هاي ايـن   يافته. )۱۷-۱۹(کند   مييري کارسينوما جلوگ يسرطان

توانـد   يز م ـ ياسکوربيک ن  دياسپژوهش نشان داد که استفاده از       
 و  Bcl-2هـاي    ئينبيـان پـروت     و mRNA ميـزان    شيافزاباعث  

Bcl-xLــزان    و ــاهش مي ــروتئين mRNAک ــان پ  در Bax  و بي
 نتـايج . دشـو  ديـابتي     صـحرايي  هاي موش هيپوکامپ   ي  ناحيه

در خـصوص  هـاي قبلـي    هاي پژوهش  حاضر با يافتهي  مطالعه
 ي کولون انـسان ي سرطانيها سلول در   Bcl-xLبيان ژن   افزايش  

همسو بـا  . ق دارد تطاب،)۴۴(از طريق تثبيت غشاي ميتوکندري  

ــا ــايج،ن ي ــر  نت ــکوربيک اث ــر اسيداس ــرد ب  در ،Bcl-2عملک
 ).۴۵ (نيـز مـشاهده شـده اسـت       هاي اندوتليال انـساني      سلول

ــوق،   ــسم ف ــر مکاني ــعــلاوه ب ــشان دادهيمطالعــات قبل ــد   ن ان
 از  ي ناش ـ ROSد  ي ـک ممکن اسـت بـا مهـار تول        ياسکورب دياس
شود  ي م ي نوروگل يها ها و سلول   ابت که سبب مرگ نورون    يد

 معتقدنــد کــه  ).۴۶(دهــد و را کــاهش يداتياکــس اســترس
 ـ     ياتي ح يک عملکردها ياسکورب دياس عنـوان    ه در مغز دارد و ب
کنـد و   يلاز عمل م ـ  يدروکسيه-ن  ي دوپام يک کوفاکتور برا  ي

 ــيوسـنتز کـاتکولام  يدر ب ک ياســکورب دياس ـ. کنـد  ين دخالـت م
کنـد و   يم ـ غشا را مهار  يدهايپيون فسفول يداسين پراکس يچن هم
طور   ه ب ).۴۸،  ۴۷(اندازد   ي آزاد در مغز را به دام م       يها کاليراد

توانـد   يک م ـ ياسـکورب  دي نشان داده شده است که اس ـ      يمشابه
 در  صحرايييها موشپوکامپ ي از سرب را در هيآپوپتوز ناش

 ـ   از آن  .)۴۹(کند   مهار   ينيحال تکامل در دوران جن     ن يجا که ب
مار با يت  تحتيابتي د صحرايييها موشج به دست آمده از ينتا

 ـييک بـه تنهـا   ياسکورب دين و اس  يانسول  ـي ترکرتصـو   ه و ب  يب
زمـان ايـن      هم ي  ارد و در استفاده    وجود ند  يدار ياختلاف معن 

ــر ضــددو، ــوز  اث ــشد  آنيآپوپت ــد نگرديهــا ت ــي  يد و از طرف
ن يک و انــسولياســکورب ديق عملکــرد اســيــ دقيهــا سميــمکان

 ي بـرا ير مـشابه يرسد هر دو از مس   يم به نظر    ،ناشناخته است 
 ايـن تحقيـق بـر اثـر مـشترک      .کننـد  يمهار آپوپتوز استفاده م ـ   

هــاي   افــزايش بيـان پـروتئين  دراسـكوربيك   انـسولين و اسـيد  
 ي  هـاي القاکننـده     آپوپتوز و کاهش بيـان پـروتئين       ي  مهارکننده

روشـن شـدن    . هاي هيپوکامـپ دلالـت دارد      آپوپتوز در سلول  
ــسم  ــل مکاني ــأثير   کام ــشترک ت ــاي م ــسولين و   ه ــذاري ان گ

  .بيشتري دارد اسکوربيک نياز به تحقيق اسيد
  

  گیري نتیجه
اسکوربيک  دهد انسولين و اسيد    نتايج اين تحقيق نشان مي         

نـد از طريـق     نتوا  مـي  صورت ترکيبـي احتمـالا      هبه تنهايي و ب   
 و کـاهش ميـزان   Bcl-xL و Bcl-2هـاي    افزايش ميزان بيان ژن   
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هـاي صـحرايي     ، آپوپتوز را در هيپوکامپ مـوش      Bax بيان ژن 
توانـد نقـص در       مـي  مهار آپوپتـوز احتمـالا    . مهار کنند ديابتي  

 ناشي از تخريب هيپوکامپ را در ديابـت         ي  يادگيري و حافظه  
 يني بالييکارآزماو علاوه مطالعات آزمايشگاهي   هب. کاهش دهد 

 است که ها نياز مطلوب و اثبات آن بيشتري براي حصول نتايج
  .انجام شود

  

  تقدیر و تشکر
شي دانشگاه علوم ـاونت محترم پژوهـله از معـبه اين وسي       

پزشکي مشهد کـه حمايـت مـالي ايـن تحقيـق را بـر عهـده                  
اند و همکاران بخـش ايمونوبيوشـيمي مرکـز تحقيقـات           داشته

ــصوصا  ــوژي مخ ــميمانه    ايمونول ــدم، ص ــانم مق ــرکار خ  س
  .شود سپاسگزاري مي
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Background and objective: Diabetes is a metabolic disorder that has been shown to adversely affect both the 

central and peripheral nervous system by increasing basal neuronal apoptosis. Since Bcl-2 protein family is 

considered to play a key role in the regulation of apoptosis, in the present study we have examined the 

effects of insulin and ascorbic acid on expression of Bcl-2 family members including Bax (pro-apoptotic) 

and Bcl-2 and Bcl-xL (anti-apoptotic) on hippocampus of STZ-induced diabetic rats. 

Materials and Methods: Five groups of six Wistar rats including one control group (C) and four diabetic 

groups (D, I, AA and I+AA) were used in this study. Diabetes was induced by injection of 60 mg/kg STZ 

(IP). After six weeks, rats in group I were treated with insulin (4-6 U/kg/day Sc), rats in group AA were 

treated with ascorbic acid (200 mg/kg/day IP) and rats in group I+AA were treated with equal dosage of both 

insulin and ascorbic acid for two weeks. Rats in group D were treated with normal saline and considered as 

diabetic control group. Two weeks after treatment, expression of Bcl-2, Bcl-xL and Bax genes were 

measured at both mRNA and protein levels. 

Results: In diabetic control rats (group D), Bax increased whereas Bcl-2 and Bcl-xL decreased at both 

mRNA and protein levels compared to group C (P<0.01, P<0.001 respectively). Interestingly, treatment with 

insulin (group I), ascorbic acid (group AA) and insulin plus ascorbic acid (group I+AA) could reverse these 

changes both at mRNA and protein levels (p<0.001 for I and AA+I groups, p<0.05 (Bcl-2) and p<0.01  

(Bcl-xL) for AA group). 

Conclusion: It is concluded that insulin and ascorbic acid alone or together can inhibit apoptosis in STZ-

induced diabetic rats' hippocampus through increasing the ratio of Bcl-2/Bax and Bcl-xL/Bax expressions. 

We suggest that inhibition of apoptosis may prevent cognitive dysfunctions induced by hippocampal damage 

in diabetic patients as well. In addition, further experimental studies will need to be performed to confirm 

such effects. 
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