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 چکیده
کنندۀ مداخلاتی همچون تمرینات تناوبی شدید و تجویز کافئین بر سازوکارهای مهاری و فعال هدف:

ریزی شدۀ سلولی )آپوپتوز و اتوفاژی( به خوبی درک نشده است. پژوهش مسیرهای اصلی مرگ برنامه
  و  clinBe-1های حاضر با هدف بررسی آثار تمرین تناوبی شدید به همراه تجویز کافئین بر بیان پروتئین

2-Bcl در مطالعه شناسی:روشهای صحرایی نر دیابتی نوع دو انجام شد. در میوکارد قلبی موش 

 0طور تصادفی در ماه به 2-3سر موش صحرایی نر سفید نژاد ویستار با دامنۀ سنی  05تجربی حاضر، 
(، دیابتی دریافت D+T)(، دیابتی تمرین کرده D(، کنترل دیابتی )Cسری شامل: کنترل سالم ) 05گروه 

. برای بررسی بیان ( تقسیم شدندD+T+CAکافئین ) -( و دیابتی تمرینD+CAکننده کافئین )

میزان بیان ها: یافته( از روش وسترن بلات استفاده شد. Beclin-Bcl/2-1)عضلۀ قلبی هایپروتئین

؛ D+CA+Tو در گروه  %200؛ D+CA، گروه %250؛ D، در گروه Actin-Bنسبت به  Beclin-1پروتئین 
های تجربی در مقایسه با در گروه Bcl-2(. میزان بیان پروتئین P=550/5بود ) Cبیشتر از گروه  011%

که، میزان بیان این پروتئین در گروه (. بطوریP ،33/33=F=550/5داری کمتر بود )طور معنیبه Cگروه 
D  نسبت به گروهC درصد  33داری در حدود طور معنیبه( 550/5کمتر بود=Pدر حالی .) که میزان بیان

ترتیب به به Cداری نسبت به گروه طور معنیبه D+T+CAو گروه  D+CA در گروه Bcl-2پروتئین 

نتایج بیانگر این است که انجام تمرینات  گیری:نتیجه(. P=550/5درصد کمتر بود ) 35و  46میزان 

 و بهبود بیان شاخص ضدآپوپتوزی  Beclin-1تناوبی شدید در تعدیل بیان بیش از حد شاخص اتوفاژیکی 

2-Bclکه، مکمل کافئین به تنهایی و به همراه تمرین تناوبی شدید در تعدیل پروتئین اثرگذار است. درحالی
 وپتوزی مؤثر نبود.اتوفاژیکی و بهبود پروتئین ضدآپ

 .ریزی شدۀ سلولمرگ برنامهشدید، دیابت نوع دو،  تناوبیکافئین، تمرین های کلیدی: واژه
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Abstract 

Aim: Inhibitory and activating mechanisms of interventions such as high intensity interval 

training and caffeine administration on major pathways of programmed cell death (apoptosis 

and autophagy) are not well understood. The aim of present study was to evaluate the effects 

of high-intensity interval training along with caffeine administration on Beclin-1 and Bcl-2 

proteins expression in myocardium muscle of type 2 diabetic male rats. Methods: In the 

present experimental study, 50 male white Wistar rats with an age range of 2-3 months were 

randomly divided into 5 groups of 10 rats in each group: Healthy control (C), Diabetic control 

(D), Diabetic with Training (D+T), Diabetic with Caffeine treatment (D+CA), Diabetic with 

Training and Caffeine treatment (D+T+CA). Western blot analysis was used to evaluate the 

cardiac muscle proteins (Bcl-2/Beclin-1). Results: The protein expression level of Beclin-1 

was more than the C group, in D group; 201%, D+CA group; 215% and in D+CA+T group; 

199% in compared to B-Actin (P=0.001). The Bcl-2 protein expression level in the 

experimental groups were significantly lower in comparison to the C group (P=0.001, 

F=73.83). As the expression level of this protein was significantly lower at around 37% in the 

D group compared to the C group (P=0.001). Whereas the Bcl-2 protein expression levels was 

significantly lower in the D+CA group and D+T+CA group compared to the C group at about 

64 and 70 percent, respectively (P=0.001). Conclusion: The results indicate that performed 

high-intensity interval training is effective in modulating the overexpression of Beclin-1 

autophagic index and improving expression of Bcl-2 anti-apoptotic index. However, caffeine 

supplementation alone and along with high-intensity interval training were not effective in 

modulating of autophagic protein and improving anti-apoptotic protein. 
 

Keywords: High-intensity Interval Training, Type 2 Diabetes, Programmed Cell Death. 
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 مقدمه
ریزی شده سلولی به مرگ یک یاخته در هر شکلی اطلاق مرگ برنامه

. انواع [0]شود گری میگردد که توسط یک برنامۀ درون سلولی میانجیمی

و نکروز( از لحاظ مورفولوژیکی  مختلفی از مرگ سلولی )آپوپتوز، اتوفاژی

تشخیص داده شده است. با این حال، آپوپتوز و اتوفاژی دو شکل اصلی مرگ 

. در هر سناریو از مرگ، سلول با توجه به [2, 0]روند سلولی به شمار می

ها، محتویات درونی و محیط پیرامون خود تصمیم ماهیت تحریکات، ویژگی

آپوپتوز یا اتوفاژی را برگزیند. برای نمونه، -دام مسیر اصلی گیرد که کمی

هایی مانند دیابت، واکنش متقابل بین نشان داده شده است که طی بیماری

وقایع مرگ آپوپتوز و اتوفاژی دارای ویژگی سینرژی )هم افزایی( و 

. البته، تعاملات [3]باشد آنتاگونیستی )رقابتی( نسبت به یکدیگر می

ژیک خاص، های آپوپتوتیک و اتوفافیزیولوژیکی و عملکردی بین پروتئین

. در این راستا، برخی [3-0]آید نظر میتقریباً پیچیده و بسیار در هم تنیده به

در  0(Beclin-1) 0 -های اتوفاژی از جمله بکلینمحققان معتقدند که پروتئین

که نشان طورینقش اساسی دارند. به Bcl-2تنظیم پروتئین ضدآپوپتوزی 

موجب مهار  0-ئین بکلینپروت 2BH3به دُمین Bcl-2داده شده است اتصال 

موجب القای آپوپتوز توسط  Bcl-2به  0-شود؛ ولی، اتصال بکلیناتوفاژی می

. به هر حال، تنظیم [6]گردد می Bcl-2سازی عملکرد ضدآپوپتوتیک خنثی

تواند رویکرد جدیدی ی و آپوپتوز میهای ماشین اتوفاژسویچ بین پروتئین

. برای نمونه، [6]برای برقراری هومئوستاز بقاء یا مرگ سلولی به حساب آید 

های دیابتی ( بیان داشتند درمان موش2500و همکاران ) 3موراسیهیروشیمی

باعث کاهش مرگ و میر ناشی از انفارکتوس قلبی از  6یپتیننوع دو با ویلداگل

. اخیراً [0]شود می Beclin/2-Bcl-1طریق کاهش در تعامل مجموعۀ 

 H9C2های میوبلاست قلبی ( نیز با مطالعۀ سلول2503ران )و همکا 0ژوکوی

سازی ساعت به فعال 34مدت  در معرض گلوکز بالا در ترکیب با پالمیتات به

و در نتیجه بازیابی اتوفاژی و تعدیل در  JNK1و  AMPKرسانی مسیر پیام

 .[4]عنوان داشتند  Beclin/2-Bcl-1مرگ آپوپتوتیک از طریق قطع ارتباط 

بر  4افئینکاین در حالی است که، طی سالیان اخیر نقش دوگانۀ       

سویی موجود بین این دو رویداد مهم فرآیندهای اتوفاژی و آپوپتوز و هم

کافئین  .[3] جلب کرده استسلولی توجه بسیاری از محققان را به سوی خود 

گزانتینی بوده که از لحاظ شکل پورین کریستالی شکل سفید، تلخ و یک آلکالوئید متیل

( و اسید DNAنوکلئیک )ریبوکسیدئود در اسید شیمیایی به آدنین و گوانین موجو

های ای از فعالیتدارای دامنۀ گسترده و( بوده RNAریبونوکلئیک )
 

0Beclin-1 

2Domin 

3HiromichiMurase 

6Vildagliptin 

0KuiXu 

4Dual role of caffeine 

، 3(PDEsاستراز )فسفودی فارماکولوژیکی شامل مهار نوکلئوتیدهای حلقوی

رسانی های مسیر پیامو مهار فعالیت پروتئین cAMPافزایش در سطوح 

mTOR-Akt-PI3K  ( گزارش 2500و همکاران ) 3. سائیکی[1-3]است

کردند که کافئین موجب القاء آپوپتوز توسط تقویت اتوفاژی از طریق مهار 

و همکاران  1. فانگلی[05]شود می 70S6Kp-mTOR-Akt-PI3Kمسیر 

میکرومول( بر پیری ناشی از  05( نیز با بررسی دوز خوراکی کافئین )2503)

و  0-به افزایش در بیان پروتئین بکلین 05فشار اکسایشی توسط آزوبیس

اذعان  A2αR/SIRT3/AMPKی مسیر بواسطۀ فعال ساز LC3-I/IIتبدیل 

( با بررسی 2504و همکاران ) 00لی. همچنین، گروه تحقیقاتی آنگی[3]داشتند 

غلظت کافئین به سرکوب موجودیت سلولی و القاء آپوپتوز از طریق افزایش 

. در حالی که [00]عنوان داشتند  Bcl-2و کاهش در  Baxدر بیان پروتئین 

( نشان دهندۀ اثرات جلوگیری 2553و همکاران ) 02های پژوهش ناکاسویافته

ها از طریق ( در نرون3-س )کاهش فعالیت کاسپازکنندۀ کافئین از آپوپتوزی

 .[02]گردد می Aktسازی مسیر وابسته به فعال

ست که تحریکات فیزیولوژیکی ناشی از از سوی دیگر، نشان داده شده ا      

های بدنی باعث برقراری تعادل متقابل بین این دو حالت از بین انجام فعالیت

( متعاقب 2502و همکاران ) 03عنوان نمونه، هیشوند. بهبرندۀ سلولی می

دقیقه به افزایش در  05درجه به مدت  05انجام فعالیت حاد دویدن در شیب 

در عضلات  Bcl-2/Beclin1یق جداسازی مجموعۀ جریان اتوفاژی از طر

( 2503و همکاران ) 06وه، وِنگعلا. به[03]ها اشاره داشتند دوقلوی موش

 055عنوان نمودند که قرارگیری در معرض فعالیت هیپوکسیک )بار کاری 

مطابق با ارتفاع  %02دقیقه درون محفظه با غلظت اکسیژن  35مدت وات به

ساعت قبل و پس از دو رژیم تمرینی تناوبی با شدت بالا  63متری(  6645

(HIIT و تمرینات تداومی با شدت )( متوسطMICT)00 35مدت هر دو به 

تحرک سالم مرد کم 35هفته( در  0مدت روز در هفته و به 0دقیقه در روز )

موجب سرکوب مراحل مرگ سلولی اتوفاژی توسط کاهش در بیان 

طور و به LAMP-2و  Atg1 ،LC3-II، 0-هایی همچون: بکلینپروتئین

فوریلاسیون پروتئین همزمان افزایش جریان آپوپتوز توسط افزایش در فس

Bcl-2 1و  3-گردد( و فعال شدن کاسپاز)درصورت فسفوریله شدن مهار می 

 .[06]گردد می CD4های در لنفوسیت
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های فیزیولوژیک اثرات مثبت احتمالی سازگاریاز این رو، با توجه به      

و نقش احتمالی مکمل کافئین و  [00] تمرینات تناوبی شدیددر پاسخ به قلبی 

همچنین نقش مثبت این مداخلات در تعدیل فرآیند اتوفاژیکی و بهبود فرآیند 

 و Beclin-1 هایو احتمال تحریک بیان ژن [04] ضدآپوپتوزی میوکارد قلبی

Bcl-2 چنین  ، ما[01-03] های مثبت میوکارد قلبیدر راستای سازگاری

 هایتواند بر بیان پروتئینتمرین تناوبی شدید می -0فرض کردیم که: 

Beclin-1 وBcl-2 2های صحرایی نر دیابتی نوع دو موثر باشد. در موش- 

های در موش Bcl-2و Beclin-1 هاییان پروتئینتواند در بمکمل کافئین می

ترکیب مداخلات تمرین تناوبی شدید و  -3نر دیابتی نوع دو موثر باشد. 

 Beclin-1 هایتوانند نقش موثرتری در بهبود بیان پروتئینمکمل کافئین می

های نر دیابتی نوع دو داشته باشند. بنابراین، هدف از مطالعه در موش Bcl-2و

دهی کافئین بر بیان بررسی اثرات دو ماه تمرین تناوبی شدید و مکملحاضر 

های صحرایی نر در میوکارد قلبی موش Bcl-2 و Beclin-1 هایپروتئین

 دیابتی نوع دو بود.

 شناسیروش 

 روش تحقیق الف(

ای تجربی )دو متغیر تحقیق حاضر از نوع مطالعات حیوانی بالینی مداخله 

آزمون دو عاملی است که با پس -آزمونرح پیشدر قالب یک ط مستقل(

ها بر اساس مقررات نحوه کار با سری از موش 05استفاده از پنج گروه 

در محل آزمایشگاه مرکز تحقیقات علوم اعصاب حیوانات آزمایشگاهی 

دانشگاه علوم پزشکی تبریز پس از تصویب در کمیتۀ اخلاق در پژوهش 

اه علوم پزشکی تبریز معاونت تحقیقات و فناوری دانشگ

(IR.TBZMED.VCR.REC.1397.389 ) 05انجام شد.بدین منظور، تعداد 

نر سفید نژاد ویستار به روش در دسترس از مرکز  های صحراییموش سر

تکثیر و پرورش حیوانات آزمایشگاهی دانشگاه علوم پزشکی تبریز با سن 

اب شدند. در گرمی انتخ 355الی  220حدود سه ماه و در محدودۀ وزنی 

منظور ایجاد حالت سازش با محیط، جلوگیری از استرس و تغییر ادامه، به

شرایط فیزیولوژیایی، شرایط تمامی مداخلات پس از گذشت دست کم دو 

( در آزمایشگاه 01:55هفته استقرار حیوانات و آغاز چرخۀ شبانه )ساعت 

یشگاهی ویژه ها در محیط آزماکه آزمودنیطوریحیوانات انجام شد. به

گراد، رطوبت نسبی درجۀ سانتی 25±2حیوانات با دارا بودن شرایط ذیل؛ دما 

ساعته  02:02تاریکی -درصد، با کمترین صدا و چرخۀ روشنایی 0±05

عدد  0تا  3صورت عصر( به 01:55صبح الی  3:55)شروع روشنایی از ساعت 

د. در طی این کربنات شفاف قرار داده شدناز جنس پلی موش در هر قفس

به آب و غذای استاندارد حیوانی )پلِت  0صورت آزادانهدوره، تمامی حیوانات به

مدت سه ماه )فصل بهار( سازان اصفهان( بهتهیه شده از شرکت خوراک

گیری و صورت دقیق اندازهدسترسی داشتند که این میزان غذای مصرفی به
 

0Ad libitum 

های صحرایی استفاده وشعلاوه، در این تحقیق از آن دسته مثبت شد. به

داری، میزان گلوکز سرم گردید که در شرایط طبیعی بدون برقراری حالت روزه

ها در پایان این لیتر بود. سپس نمونهگرم در دسیمیلی 205تر از ها پائینآن

 05گروه  0طور تصادفی ساده در دوره )سازگاری(، پس از مطابقت وزنی به

 سری جای گرفتند.      

 

 

 ب( روش القاء دیابت

پس از گذشت دو هفته از شرایط سازگاری با محیط آزمایشگاه، برای      

و همکاران  2، طبق روش گروه مطالعاتی ساسیدهاران2القای دیابت نوع 

 %36پروتئین و  %20چربی،  %60(، دو هفته مصرف غذای پُرچرب )2503)

سازان اصفهان اککربوهیدرات( که توسط محققان و با همکاری شرکت خور

)شرکت سیگما  6سم استرپتوزوسین 3(IPتهیه و سپس تزریق درون صفاقی )

گرم در کیلوگرم وزن بدن حل شده در میلی 30، آمریکا( در یک دوز 0آلدریچ

صورت تک ( بعد از شش ساعت ناشتایی به=0/6PHمولار ) 0/5بافر سیترات 

ی )بدون مکمل و . برای گروه کنترل سالم و دیابت[25]ای اعمال شد وهله

برای ایجاد شرایط  4بدون تمرین( نیز همان مقدار سرم فیزیولوژیک )سالین(

های دریافت کنندۀ مکمل تزریق گردید. یک هفته پس کاملاً یکسان با گروه

آوری و با از دیابتی کردن، میزان گلوکز نمونه خونی از ورید دُمی حیوان جمع

از بررسی و غلظت گلوکز خون بالاتر از استفاده از روش آنزیمی گلوکز اُکسید

های صحرایی دیابتی نوع دو )در عنوان موشلیتر بهگرم در دسیمیلی 205

کند؛ ولی این نوع دیابت بدن آزمودنی به میزان کافی انسولین تولید می

شود( وارد تحقیق های محیطی به انسولین مشاهده میکاهش در پاسخ بافت

های صحرایی در ابتدا، وسط و ترل وزن، وزن موش(. به منظور کن20شدند )

 گیری شد.انتهای تحقیق توسط ترازوی دیجیتالی اندازه

 ج( مصرف کافئین

 3طریقۀ مصرف کافئین بدین شکل بود که پودر کافئین خالص انهیدروز      

با شماره مجوز  3)خشک( تهیه شده از شرکت آلمانی مرک

روز در هفته قبل از  0ا و دارو، ( از سازمان غذ2003301630030525)

گرم در هر کیلوگرم از میلی 35پروتکل تمرینی با توجه به وزن بدن حیوانات )

برای  mg.kg015=50LD-1وزن بدن در روز با توجه به متوسط دوز کشندۀ 

صورت درون صفاقی طور کافئین هیدراته )محلول با سالین( و بهموش( به
 

2Suja Rani Sasidharan 

3Intraperitoneal injection 

6Streptozotocin 

0Sigma-Aldrich 

4Saline 

3Anhydrous 

3Merck KGaA 
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(IP)0 گرم کافئین میلی 06نسولین تزریق گردید )برابر با با استفاده از سرنگ ا

گرم از وزن بدن موش(. باتوجه به اینکه به خوبی نشان داده  255به ازای هر 

زمان -های جذب و فراهمی زیستی کافئین بر اساس غلظتشده است منحنی

(AUC)2 ای که در مدت زمان در میان انسان و موش مشابه بوده و به گونه

گرم در وزن بدن، میلی 05تقریباً یک ساعت پس از مصرف مقادیر بالای 

دقیقه جذب شده و این مقادیر نیز  60از مقادیر مصرفی در طی  %11معمولاً 

؛ بنابراین، برای ارتقاء سطوح [05،22]باشد می 3در یک اثر وابسته به دوز

دقیقه قبل  45کافئین پلاسمایی در طی فعالیت در تحقیق حاضر نیز، کافئین 

از انجام قرارداد تمرینی تجویز شد. لازم به ذکر است، کافئین در دورۀ 

ها در محدودۀ زمانی ها از خواب و اوایل زمان فعالیت آندن موشبیدارش

 عصر تجویز گردید. 03-01ساعت 

 د( روش تمرینی

( D+T+CAو  T+Dروش تمرینی دو گروه تمرینی تحقیق حاضر )       

ها ( بود که در آن آزمودنی0314هزاوه و همکاران )برگرفته از مطالعۀ عسگری

 3شنبه( به مدت شنبه، چهارشنبه و پنجنبه، سهروز در هفته )شنبه، یکش 0

 01-25( در محدودۀ ساعت HIITهفته در یک برنامۀ تمرین تناوبی شدید )

، شرکت TR105عصر بر روی نوارگردان الکترونیکی هوشمند حیوانی )مدل 

. قبل از اجرای پروتکل، آزمون [23]تکنیک آزما، تبریز، ایران( شرکت نمودند 

ها انجام گرفت. سرعت موش رسیدن به واماندگی برای محاسبۀ بیشینه

متر بر دقیقه شروع و در هر دو دقیقه یکبار،  05که، سرعت دویدن با بطوری

سرعتی معادل با سه متر بر دقیقه به آن تا زمان رسیدن به حالت واماندگی 

ها در دویدن روی افزوده شد. زمان رسیدن به خستگی با عدم توانایی موش

که میانگین طوریلکتریکی مشخص گردید. بهنوارگردان باوجود ایجاد شوک ا

متر بر دقیقه  23±3دست آمده به هنگام واماندگی معادل بیشینه سرعت به

 بود.   

کردن، تمرین و سرد کردن شامل سه مرحلۀ گرم HIITروش تمرین        

متر  05دقیقه با سرعت  0مدت بود. تمرینات در مرحلۀ گرم و سرد کردن به

ها در نظر گرفته شد. شدت ( برای موشmaxVO2 %35-65در دقیقه )معادل 

سرعت بیشینه در آزمون وامانده ساز )تقریباً برابر  %30-15تمرین نیز برابر با 

وهله )هر هفته یک نوبت  03تا  4متر بر دقیقه( سرعت بیشینه در  23-20با 

های یک علاوه، تناوبگردید( بود. بههای فعالیتی حیوانات اضافه به وهله

ای استراحت فعال که شامل دوهای تداومی روی نوارگردان با سرعت دقیقه

. همچنین، [26]های فعالیتی اعمال گردید متر در دقیقه بود که میان وهله 05

گونه برنامۀ فعالیتی شرکت نکردند، برای ایجاد گروه کنترل سالم که در هیچ

تا  05مدت روز در هفته به 0 های تمرینی،شرایط کاملاً یکسان با سایر گروه

 

0Intra Protaneal 

2Area Under the Curve 

3Dose-dependent effect 

حرکت دقیقه در هر جلسه برای سازگاری با محیط بر روی نوارگردان بی 00

ها برای دویدن از محرک الکتریکی با منظور تحریک موشقرار داده شدند. به

 ولُتاژ کم تعبیه شده در قسمت عقبی نوارگردان استفاده گردید.  

 

 ینگایمونوبلات ه( روش تجزیه و تحلیل

ساعت پس از آخرین جلسۀ تمرینی  63های صحرایی، تمامی موش       

ساعت ناشتایی، با  06تا  02)جهت از بین بردن اثرات حاد تمرین( و پس از 

( به mg.kg-1 05( و زایلازین )mg.kg-1 15تزریق داخل صفاقی کتامین )

روش بدون درد توسط متخصصین کارآزموده بیهوش و جراحی شدند. سپس 

ها با دقت برداشته شده و پس بطن چپ آزمودنی نوکبخشی از بافت قسمت 

( منجمد و در -C° 014از شستشو با سرم نرمال سالین در نیتروژن مایع )

برخی از  ( نگهداری شد. در ادامه نیز برای ارزیابی میزان بیان-C° 35دمای )

روش وسترن بلات های درگیر در مسیرهای اتوفاژی و آپوپتوز از پروتئین

وزنی حجم بافت قلب از بافر  %05استفاده گردید. ابتدا، برای تهیۀ هموژنه 

ریپا )شرکت سیگما( حاوی مهار کنندۀ پروتئاز کوکتیل )سیگما( استفاده 

گیری شد. سپس ا( اندازهبا روش برآدفورد )سیگم هاگردید. غلظت تام پروتئین

آمید حاوی سدیم دودسیل آکریلدنِاتوره کنندۀ پلی %05ها در ژل پروتئین

( تفکیک شد. بعد از تفکیک، Biorad( با دستگاه الکتروفورز )SDSسولفات )

سیگما  (PVDFباندهای پروتئینی بر روی غشاء پلی وینیلیدین دی فلوراید )

بافر بلاکینگ برای پوشش دادن نواحی خالی از منتقل گردید. بعد از استفاده از 

 Bcl-2و ضد  Beclin-1پروتئین غشاء از آنتی بادی اولیه خرگوشی ضد 

به  sc-492و  sc-48341ساخت شرکت سانتاکروز آمریکا به ترتیب با کُد 

)در طول شب( استفاده شد. غشاها پس از چهار بار شستشو  055به  0نسبت 

، در 25توین  %50/5دقیقه با بافر فسفات نمکی حاوی  0هر بار به مدت 

مدت یک ساعت قرار گرفتند. پس به hrpمعرض آنتی بادی ثانویه کونژوگه با 

کیت از شستشوی مجدد با روش قبلی این بار به صورت سه تکرار از 

(ECL،BioRadکه برای آشکارسازی مجموعه ) های ایمنی تشکیل شده

گردید. غشاها در معرض فیلم رادیوگرافی قرار گرفته و دانسیته باندها استفاده 

گیری شده و دانسیتۀ باندهای پروتئین هدف اندازه Image Jافزار توسط نرم

نتها نیز نتایج بصورت اکتین نرمالیزه شدند. در ا-در مقابل لودینگ کنترل بتا

 .[26]دانسیتۀ نسبی )نسبت به گروه کنترل( ارائه شد 

 های تجزیه و تحلیل آماریو( روش

شکل نمودار ارائه شد. صورت توصیفی بهب میانگین بهها در قالداده       

اسمیرنوف بررسی -ها با استفاده از آزمون کلموگروفسپس، توزیع طبیعی داده

ها و باتوجه به هدف تحقیق، نخست گردید. پس از تأیید توزیع طبیعی داده

های مورد مطالعه با استفاده دار گروهبر تفاوت معنیپیش فرض تحقیق مبنی 

یک طرفه بررسی و اثرات جداگانه و همزمان متغیرهای مستقل  ANOVAاز 

تمرین و مصرف مکمل کافئین بر روی متغیرهای وابسته در قالب یک طرح 
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آزمون تعقیبی توکی تجزیه و عاملی دو طرفه و  ANOVAبا  2×2آماری 

امگا  تحلیل گردید. سهم اثر هریک از متغیرها نیز با استفاده از مجذور اتِا یا

دو )یا دست کم با درصد تغییرات( مشخص شد. تمامی عملیات آماری در 

 SPPSو با استفاده از نرم افزار آماری  50/5داری برابر و کمتر از سطح معنی

 تحت ویندوز انجام شد.          

 هایافته
نتایج تحقیق حاضر نشان داد که القاء دیابت دارای اثرات تاملی قابل توجهی 

که، هایی است که تحت تیمار با مکمل کافئین قرار گرفتند، در حالیهبا گرو

ها بر اثرات تقابلی گروه مداخلۀ تمرینی با بروز دیابت اشاره داشتند یافته

(550/5=P ،42/603=Fچنان .)نسبت به  0-که، میزان بیان پروتئین بکلین

B-Actin( در گروه کنترل دیابتی ،D )250%فت کننده ، گروه دیابتی دریا

( D+CA+Tکافئین ) -و در گروه دیابتی تمرین 200%( D+CAکافئین )

(. از طرفی، میزان بیان P=550/5( بود )Cبیشتر از گروه کنترل سالم ) 011%

( در مقایسه با D+Tپروتئین مرتبط با اتوفاژی در گروه دیابتی تمرین کرده )

(. ذکر این نکته P=533/5درصد کمتر بود ) 20گروه کنترل سالم در حدود 

در گروه دیابتی دریافت کننده کافئین  0-ضروری است که اثر بکلین

(D+CAبه ،)بیشتر از گروه کنترل دیابتی  %00دار و در حدود طور غیرمعنی

(D( بود )31/5=P .) 

های تجربی نسبت به در گروه Bcl-2همچنین، میزان بیان پروتئین       

(. P ،33/33=F=550/5داری کمتر بود )طور معنیگروه کنترل سالم به

که میزان بیان این پروتئین در گروه کنترل دیابتی نسبت به گروه طوریبه

(. در P=550/5درصد کمتر بود ) 33داری در حدود طور معنیکنترل سالم به

دیابتی دریافت کننده کافئین  که میزان بیان این پروتئین در گروهحالی

(D+CAو گروه دیابتی ) تمرین- ( کافئینD+T+CAبه )داری طور معنی

درصد کمتر بود  35و  46ترتیب در حدود نسبت به گروه کنترل سالم به

(550/5=Pبه .)که، میزان کاهش این پروتئین در گروه دیابتی تمرین طوری

در مقایسه با گروه کنترل دیابتی کمتر بود  %25( در حدود D+Tکرده )

(32/5=P    .) 

 

های صحرایی دیابتی در میوکارد موش Bcl-2. میزان بیان پروتئین 1ر نمودا

 های کنترل.گروهتمرین کرده با و بدون تیمار کافئین در مقایسه با 

نسبت به گروه کنترل. ب( نمودار ستونی جهت  Bcl-2الف( تصویر ایمونوبلاتینگ پروتئین 

دار نشان دهندۀ تفاوت معنی ها. نمایش میزان کمی چگالی نسبی باندهای پروتئنی در گروه
دار نشان دهندۀ تفاوت معنی †( در مقایسه با گروه کنترل سالم. >50/5Pگروه ها )

(50/5P<بین گروه های دیابتی تمرین کرده در مقایسه با سایر گروه ).های تجربی 

 
( در میوکارد موش های Beclin-1) 1-. میزان بیان پروتئین بکلین2نمودار 

صحرایی دیابتی تمرین کرده با و بدون تیمار کافئین در مقایسه با گروه های 

 کنترل.

(  نسبت به گروه کنترل. ب( نمودار Beclin-1) 0-الف( تصویر ایمونوبلاتینگ پروتئین بکلین

نشان دهندۀ  ها. ستونی جهت نمایش میزان کمی چگالی نسبی باندهای پروتئنی در گروه
نشان دهندۀ تفاوت  †( در مقایسه با گروه کنترل سالم. >50/5Pه ها )دار گروتفاوت معنی

 های تجربی.( بین گروه های دیابتی تمرین کرده در مقایسه با سایر گروه>50/5Pدار )معنی

 

 

 و نتیجه گیری بحث
های مطالعۀ حاضر نشان داد که القای دیابت نوع دو موجب افزایش در یافته

مرتبط با اتوفاژی و همچنین کاهش بیان پروتئین  0-میزان پروتئین بکلین

رو حاکی از وجود اثر تقابلی شود. نتایج پژوهش پیشمی Bcl-2ضدآپوپتوزی 

در عضلۀ قلبی  Beclin-1دار بین گروهی در میزان بیان پروتئین معنی

( D+CAهای دیابتی بود. چنانچه، مصرف کافئین در گروه دیابتی )موش

درصد در  265و 200موجب تشدید در میزان بیان این پروتئین به میزان 

( گردید. در D+T( و دیابتی با تمرین )Cهای کنترل سالم )مقایسه با گروه

تمرین با کافئین حالیکه، میزان بیان این پروتئین در گروه دیابتی با 

(D+T+CAبطور غیرمعنی )های کنترل داری سبب کاهش در مقایسه با گروه

( گردید. در تأیید نتایج تحقیق ما، D+CA( و دیابتی با کافئین )Dدیابتی )

( گزارش کردند که سطوح 2503و همکاران ) 0لیگروه تحقیقاتی شانخین

اومت به انسولینی در مُدل مق 0-های اتوفاژیک مانند بکلینپروتئین
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های در معرض اسیدپالمتیک تشدید شده و همچنین های موشکاردیوموسیت

( Bcl-2سازی و افزایش در میزان آپوپتوز )کاهش در فعالیت سبب فعال

( از قطع ارتباط 2503و همکاران ) 0طور، چایونگ هی. همین[20]شود می

و تقویت اتوفاژی  AMPKسازی توسط فعال 0-و بکلین Bcl-2مجموعۀ 

های دیابتی از طریق ومیوسیتقلبی و حفاظت در برابر آپوپتوز در کاردی

 Bcl-2از  0-و جداسازی ارتباط بکلین JNK-1/Bcl-2سازی مسیرهای فعال

. محققان افزایش در هر دوی فعالیت ماشین اتوفاژی و [24خبر دادند ]

آپوپتوزی را احتمالاً از طریق کاهش در فسفوریلاسیون )خاموش کردن( اجزاء 

و افزایش در فسفوریلاسیون  PI3K-Akt-mTOR-p70s6kمسیر بقاء یعنی 

، JNKرسانی مرگ یعنی های مسیرهای پیام)روشن کردن( پروتئین

ERK1/2  و افزایش پروتئینPTEN از سویی، [1،00]اند عنوان کرده .

های مرتبط با ( چنین گزارش کردند که پروتئین2503و همکاران ) 2مولربوخ

 Atg5و  LC3-IIهای ( و بیان پروتئینAtg14و  p62/SQSTM1اتوفاژی )

در عضلات اسکلتی در بیماران مبتلا به دیابت نوع دو کاهش قابل توجهی 

گی در مقایسه با اثرات کنند. مشاهدۀ تفاوت در نقش تقویت[23]یابند می

ت در علت ضرورکنندگی مرگ سلولی ناشی از دیابت ممکن است بهسرکوب

حفظ عمکلرد طبیعی سلول در شرایط مختلف و آن هم از طریق یک پارادایم 

های اتوفاژیک و وابسته به تعاملات فیزیولوژیک میان برخی از جفت پروتئین

که، آرایش طوری[. به24،23رو باشد ]چون تحقیق پیشآپوپتوتیک هم

که ض است. چنانها متفاوت و گاهاً متناقها در بسیاری از جنبهمولکولی آن

 Bcl-2های خانوادۀ الذکر نیز مشاهده شد نقش پروتئیندر مطالعات فوق

سبب کاهش در فعالیت  0-عنوان شریک اتصال مستقیم پروتئین بکلینبه

-دائماً متصل به بکلین Bcl-2گردد. در حالت استراحت سلولی، اتوفاژیک می

که تحت وضعیت در حالیشود. بوده و باعث ایجاد اتوفاژی سطح پائین می 0

جدا شده و منجر  0-از بکلین Bcl-2القاء اتوفاژی مانند شرایط ایجاد دیابت، 

 . [23, 6]گردد به افزایش اتوفاژی و از سویی تقویت آپوپتوز می

گر، وامل مداخلهنتایج تحقیق حاضر در راستای تعیین اثر عبه هر حال،       

های صحرایی انجام تمرین تناوبی شدید و تیمار کافئین در میوکارد موش

گرم در کیلوگرم در روز میلی 35نشان داد که دو ماه تیمار کافئین به میزان 

ریزی شده سلولی تواند باعث افزایش قابل توجه در هر دوی مرگ برنامهمی

دار و کاهش معنی 0-تئین بکلیندر میزان بیان پرو %200از طریق افزایش 

های مبتلاء به دیابت نوع موشدر بافت میوکارد  Bcl-2در بیان پروتئین  46%

( 2500و همکاران ) 3سائیکی، حاضرهای پژوهش دو شود. همسو با یافته

ساعت در رده  63مول به مدت میلی 0-20متعاقب تجویز کافئین به میزان 

و درنتیجه افزایش اتوفاژی  LC3-IIزان به افزایش در می SH-SY5Yسلولی 
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، تعدیل در 6(MMPو همچنین کاهش در پتانسیل غشای میتوکندریایی )

ها اعلام داشتند که رو، آنشود. از اینمی p53چرخۀ سلولی و القاء پروتئین 

. [05]افزایش فرآیند آپوپتوز تا حد زیادی به دوز مصرفی کافئین وابسته است 

میکرومول(  05( نیز بر اثر وابسته به دوز کافئین )2503فانگلی و همکاران )

و در نتیجه القاء اتوفاژی تأکید  LC3-I/II، تبدیل 0-بر بیان پروتئین بکلین

یا  655( اظهار داشتند تیمار 2504لی و همکاران ). در این راستا، [3]داشتند 

داری باعث القاء آپوپتوز )افزایش در طور معنیمیکرومولی کافئین به 455

های ( و کاهش در موجودیت سلولBcl-2و کاهش در  Baxمیزان پروتئین 

. در راستای این مفهوم، محققان سازوکار سلولی و [00]شود ملانوم می

رسانی مسیرهای مولکولی که کافئین از طریق آن موجب تحریک در پیام

سازی مسیرهای گردد را شامل غیرفعالولی میدرگیر در آبشار مرگ سل

سازی مسیرهای دخیل در و فعال PI3K-Akt-mTORرسانی بقاء سلولی پیام

( و PAK2)  p21فعال شده بر اثر 2کیناز مرگ سلولی همچون پروتئین

. این در حالی [05, 2]دانند ( میJNKجانوس )-Cترمینال و -Nکینازهای 

های تحقیق حاضر به اثرات برخی از مطالعات نیز در تناقض با یافته، است که

عنوان نمونه، های مرگ سولی اشاره دارند. بهمهاری کافئین بر شاخص

( اظهار داشتند که اتوفاژی در خط سلولی 2500پیتاکسالی و همکاران )

مول کافئین مهار شده میلی 0نبال مواجهه با دبه SH-SY5Yنروبلاستومای 

گردد ها میو تعداد اتوفاگوزوم LC3-IIکه این کاهش از طریق سرکوب بیان 

[21]. 

به هر حال، نتایج حاضر حاکی است که اعمال دو ماه تمرین تناوبی        

( این توانایی را دارد که باعث افزایش در بیان پروتئین HIITشدید )

کاهش یافته و تعدیل در سطوح افزایش یافتۀ پروتئین  Bcl-2ضدآپوپتوزی 

های صحرایی ناشی از دیابت در میوکارد موش 0-اتوفاژیک یعنی بکلین

( با مطالعه اثرات تمرین تناوبی 2503بر این اساس، حسنی و همکاران ) گردد.

روز در هفته  3دقیقه در  35مدت متر بر دقیقه به 25-36شدید با سرعت 

در بافت مغزی  Bcl-2و افزایش در  Baxهفته به کاهش در سطوح  3مدت به

و همکاران  0پنا. مخیاس[35]های صحرایی ویستار اشاره داشتند موش

های هفته تمرینات مقاومتی بر سلول 3( نیز با بررسی اثرات 2503)

های زن و مرد سالم ( در آزمودنیPBMCsای خون محیطی )هستهتک

و روند افزایشی بیان  0-کهنسال، به روند کاهشی بیان پروتئین بکلین

و همکاران  4لوعلاوه، کای. به[30]اشاره داشتند  xl-Bclو  Bcl-2پروتئین 

روز در  0هفته به صورت  3( با مطالعه اثر تمرینات تناوبی شدید )2500)

و کاهش  Bcl-2میزان آپوپتوز بافت بطن چپ میوکارد، به افزایش  هفته( بر

های پژوهش . از طرفی در تناقض با یافته[32]اشاره داشتند  Baxدر سطوح 

( نشان داد، اگرچه فعالیت در 2503های وِنگ و همکاران )حاضر، نتایج یافته
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گردد، می یک محیط هیپوکسیک منجربه نقص در سازوکارهای مرگ سلولی

باعث جلوگیری از اتوفاژی کاهش یافته و  HIITفعالیتی  اما اعمال رژیم

های اتوفاژیک و افزایش آپوپتوز تقویت شده از طریق بازیابی فعالیت پروتئین

تر نیز اشاره . چنانچه پیش[06]گردد های ضدآپوپتوتیکی میسطوح پروتئین

شود، رسد وضعیت و محیط فعالیتی که بافت با آن مواجهه مینظر میشد به

همچون ابتلاء به دیابت در تحقیق حاضر و قرارگیری در شرایط هیپوکسیک 

پنا در چگونگی وِنگ و حتی کهنسالی در پژوهش مخیاس همچون مطالعه

العادی پاسخ بافت مورد مطالعه به مسیرهای مرگ سلولی از اهمیت فوق

های مطالعه حاضر برخوردار باشد. با این اوضاع یکی از بزرگترین محدودیت

های درگیر در عدم وجود گروه کنترل سالم تمرین کرده است تا پاسخ پروتئین

لی را در شرایط ابتلاء به دیابت و عدم ابتلاء مورد مقایسه و بحث و مرگ سلو

بررسی قرار داده تا از این طریق نحوۀ پاسخ به این شرایط از سوی مداخلات 

 آشکارتر گردد.    

از طرفی، مشاهده شد که نتایج حاصل از اعمال تمرینات تناوبی شدید        

س شده و کافئین احتمالاً مُلغی کنندۀ کلی معکودنبال ترکیب با کافئین بهبه

های مرتبط با مرگ سلولی در شرایط بدنی بر بیان پروتئینآثار فعالیت

پاتولوژیک باشد. در این راستا، نشان داده شده است که کافئین القاء کنندۀ 

رسانی وابسته به مسیرهای آپوپتوتیک و سازی پیاممرگ سلولی از طریق فعال

های استئوبلاست انسانی رسانی بقاء در سلولرهای پیامسازی مسیغیرفعال

( اذعان داشتند که 2553و همکاران ) 0ژن لوای گروه پیناست. در مطالعه

ها متعاقب تیمار کافئین با در استئوبلاست Bcl-2و  Baxسطوح پروتئین 

. [33]کند ترتیب افزایش و کاهش پیدا میمول بهمیلی 0/5بیش از  غلظت

، HSP90 ،Rasهای تواند موجب کاهش سطوح پروتئینعلاوه، کافئین میبه

Raf-1  وAkt مهار فعالیت ،ERK  وAkt  و فعال کنندۀPAK2  وJNK 

و همکاران  2. در این راستا، چنِ[33]سازی آپوپتوز شود درگیر در فعال

های گلیومای کافئین در سلولمول میلی 0و  0/5( با بررسی اثرات 2500)

تواند باعث توقف ، به این نکته اشاره داشتند که تیمار کافئین میRT-2ردۀ 

در چرخه سلولی )کاهش تکثیر سلول(، افزایش بیان پروتئین  G0/G1فاز 

PTENرسانی ، غیرفعال کردن مسیر پیامPI3K-Akt-mTOR  و القاء مرگ

( نیز اظهار 2506و همکاران ) 3. ماتیو[36]سلولی وابسته به کاسپاز شود 

واسطۀ افزایش در بیان پروتئین  کافئین ارتقاء دهندۀ اتوفاژی بهداشتند 

LC3-II های عضلات اسکلتی پستانداران از طریق افزایش در در سلول

( در CaMKKBکیناز فعال شده بر اثر کلسیم/کالمودولین)سازی پروتئینفعال

رسد که تجویز . چنین به نظر می[30]گردد یک روش وابسته به دوز می

زا همچون دیابت باعث هیپرفسفوریلاسیون اجزاء در شرایط بیماری کافئین
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سازی فرآیندهای مرگ سلولی یعنی دستی درگیر در فعالمسیرهای پائین

PI3k/Akt/mTOR/P70s6k [05]گردد می        . 

 

 گیرینتیجه

به هر حال، نتایج مطالعه حاکی است که القاء دیابت موجب افزایش در میزان 

هردوی مرگ سلولی آپوپتوتیک و اتوفاژیک از طریق کاهش در بیان پروتئین 

Bcl-2 گردد. هر چند، تجویز جداگانۀ می 0-و افزایش در بیان پروتئین بکلین

دیل فعالیت هر دو ترتیب موجب تشدید و تعکافئین و تمرین تناوبی شدید به

شود. ولی، ترکیب همزمان کافئین با تمرینات تناوبی ماشین مرگ سلولی می

شدید باعث افزایش هرچه بیشتر در فرآیند مرگ آپوپتوتیک و اتوفاژیک 

رسد مصرف کافئین سبب از بین بردن اثرات نظر میگردد. چنانچه بهمی

خود منجربه کاهش در شود که سودمند و مثبت تمرینات تناوبی شدیدی می

نظر رو، بهریزی سلولی است. از اینهای مرتبط با مرگ برنامهفعالیت شاخص

رسد کافئین مداخلۀ مناسبی برای تعادل بین دو مسیر اصلی مرگ سلولی می

گیری ها نباشد. البته، برای نتیجهناشی از ابتلاء به دیابت در بافت قلبی موش

تنهایی و در رابطه با تعیین اثر مصرف کافئین بهویژه قطعی در این مورد و به

های آپوپتوتیک و اتوفاژی در همراه با تمرینات تناوبی شدید بر شاخص

 های انسانی، نیاز به مطالعات بیشتری است.     های سالم و دیابتی در بافتنمونه
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