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Abstract 

Purpose: The aim of this study was to investigate effects of insulin and ascorbic acid on rate of 

Caspase – 3 activity and DNA Laddering in hippocampus of STZ-induced diabetic rats. 

Materials and Methods: Thirty male Wistar rats in five groups, 6 in each group: one control group 

(group C) and four diabetic groups [diabetic control (group D), treatment with insulin (group I), 

with ascorbic acid (group AA) and with insulin plus ascorbic acid (group 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 treated with ascorbic acid (200 mg/kg/day, 

IP) and rats in group I+AA treated with equal dosage of both insulin and ascorbic acid for two 

weeks. Rats in group D were treated with saline and considered as the diabetic control group. Two 

weeks after treatment, animals were anesthetized and hippocampus was dissected from 

hemispheres. Caspase-3 activity was assessed by Fluorometry, and finally, DNA fragmentation due 

to apoptosis was determined by DNA laddering Assay. 

Results: Caspase-3 activity in group D significantly increased compared to group C (6.7 fold), 

whereas it decreased after treatment with insulin, ascorbic acid or both (2.6, 4.2 and 5.1 fold, 

respectively). DNA laddering was observed in group D, but not in three treated groups.  

Conclusions: From this survey it was concluded that treatment of STZ-induced diabetic rats with 

insulin and/or L-ascorbic acid could possibly inhibit apoptosis in hippocampal tissues using 

decrease of Caspase -3 activity and prevention of DNA Laddering. 
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  چكيده
 كرومـوزومي هيپوكامـپ     DNA و بـروز نمـاي نردبـاني در          3 - بررسي آثار انسولين و اسيد اسكوربيك برميزان فعاليت كاسـپاز          :هدف
  هاي صحرايي ديابتي شده توسط استرپتوزوسين موش

 تايي يعني براي هر روش در هر گروه سه سر 6پنچ گروه   (Wistar سر موش صحرايي نر نژاد       30 در اين مطالعه تعداد      :ها   روش مواد و 
، تحت تيمار با اسيد اسـكوربيك       )I(، تحت تيمار با انسولين      )D(كنترل  [(و چهار گروه ديابتي     ) C(شامل گروه كنترل    ) موش صحرايي 

)AA (    صورت تركيبـي      و اسيد اسكوربيك به    و تحت تيمار با انسولين)I+AA [(   ديابـت توسـط تزريـق استرپتوزوسـين        . اسـتفاده شـد
)mg/kg60  ،IP ( شش هفته پس از القاي ديابت، گروه        . القاء شدI     انسولين با دوز ،U/kg/day4-6 صورت تزريق زير جلـدي، گـروه         به

AA      اسيد اسكوربيك با دوز ،)mg/kg/day200،IP (قي و گروه    صورت داخل صفا   بهI+AA              نيز تركيبي از دو مـورد فـوق را بـا همـان   
  هـاي صـحرايي كـشته شـده، هيپوكامـپ           دو هفته بعد از تيمار، موش     . ، نرمال سالين دريافت كرد    C و گروه    Dگروه  . دوز دريافت كرد  

   DNAمـاي نردبـاني    بـراي اسـتفاده در روش ارزيـابي ن   DNAسـپس  . گـراد ذخيـره شـد        درجـه سـانتي     −70ها خارج و در دماي       آن
)DNA Laddering Assay (انجام شد3 -استخراج و همچنين فلورومتري براي بررسي ميزان فعاليت كاسپاز .  

هاي صحرايي گروه      نسبت به موش   Dهاي صحرايي گروه       در ناحيه هيپوكامپ موش    3- كاسپاز  اين مطالعه نشان داد كه ميزان فعاليت       :ها  يافته
Cهاي صحرايي گروه   در موش3 -كه تيمار با انسولين و اسيد اسكوربيك سبب كاهش فعاليت كاسپاز ، در حالي)رابر ب7/6(يابد   افزايش ميI ،

AA و I+AAعلاوه استفاده از انسولين و اسيد اسكوربيك سبب مهار بروز پديدة نماي نردباني  به.  برابر شد1/5 و 2/4، 6/2ترتيب به ميزان   به
)DNA Laddering ( درDNA هاي صحرايي گروه  هاي ناحيه هيپوكامپ موش كروموزومي سلولI ،AA و I+AAشد .  

هـاي    تواند آپوپتوز ناحيـه هيپوكامـپ مـوش         نتايج اين تحقيق نشان داد كه تيمار با انسولين و اسيد اسكوربيك احتمالاً مي              :گيري  نتيجه
   و جلـوگيري از بـروز پديـدة نمـاي نردبـاني            3-ازصحرايي ديـابتي شـده توسـط استرپتوزوسـين را از طريـق كـاهش فعاليـت كاسـپ                  

)DNA Laddering ( درDNAكروموزومي، مهار كند .  
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  مقدمه
ترين اختلال متابوليك مـزمن همـراه بـا          ديابت قندي شايع  

توانـد ناشـي از      ديابـت مـي   . افزايش قند خون در انسان است     
هاي محيطي بـه     يا مقاومت بافت  ) 1ديابت نوع (فقدان انسولين   

هـاي بتـاي     انسولين همراه با كاهش ترشح انـسولين از سـلول         
  ].1[باشد ) 2ابت نوعدي(جزاير لانگرهانس لوزالمعده 

  ديابت  جهاني شيوع 2000در سال   براساس مطالعات انجام شده،     
يـش   2010شود كه تا سـال         تخمين زده مي   واست   بوده    درصد 8/2  ب

  ].2[ ميليون نفر از مردم جهان به ديابت مبتلا شوند 200از 
افزايش مزمن قند خـون در دراز مـدت منجـر بـه آسـيب               

لفي از جمله سيستم قلبـي عروقـي،        هاي مخت  ها و سيستم   اندام
چشم، كليه، سيستم عصبي و در نهايت اختلال در كاركرد آنها           

وسيله نقص در يـادگيري و       آنسفالوپاتي ديابتي به  ]. 3[شود   مي
حافظه، اختلالات نوروشيميايي و ساختماني در سيستم عصبي        

هـا    آسـيب مـستقيم نـورون   ]. 5و4[شـود   مركزي مشخص مـي   
از افزايش گلوكز داخل سلولي باشد كـه در         ممكن است ناشي    

  ].6[شود  نهايت اغلب منجر به مرگ نورون ها مي
هاي اخير گزارش شده اسـت كـه ديابـت سيـستم             در سال 

كند و در داخل سيستم عـصبي        عصبي مركزي را نيز درگير مي     
عنوان يك هـدف  ويـژه در بيمـاري           مركزي، هيپوكامپ نيز به   

ناشـي از آسـيب     ختلالات شناختي   ا]. 7[شود   ديابت درگير مي  
عـلاوه   نيز از عوارض ديابت اسـت، بـه       هاي هيپوكامپ    نورون

گزارش شده است كه نقـص در حافظـه و يـادگيري در افـراد           
بنـابراين  ]. 10-8[تر از افـراد غيـر ديـابتي اسـت            ديابتي شايع 

هيپوكامپ به عنـوان يـك مركـز مهـم در يـادگيري و حافظـه                
هـاي آن در      حساس بوده و نـورون     نسبت به افزايش قند خون    

  ].12و 11[پذير هستند  العاده آسيب  فوق1ديابت نوع 
هاي عصبي، ناشـي از      هاي تخريب سلول   هر چند مكانيسم  

ديابت، در هيپوكامپ كاملاً مشخص نشده است، اما تحقيقات         
هاي  نشان داده است كه آتروفي دندريتي، تنظيم كاهشي گيرنده 

هـاي فـاكتور رشـد شـبه         ير بيان گيرنده  گلوكوكورتيكوئيد، تغي 

هاي انـسولين و القـاي آپوپتـوز         انسوليني، كاهش انتقال دهنده   
  ].13[توانند در اين امر دخيل باشند  مي

اگرچه كنترل شديد قند خـون در جلـوگيري از عـوارض            
از . ندرت قابل انجام است    رسد اما به   ديابت مطلوب به نظر مي    

توانـد   هاي مكمل مي   ز درمان طرفي مشخص شده كه استفاده ا     
در جلوگيري يا به تأخير انداختن شروع عوارض ديابت كمك          

تحقيقات نشان داده است كه انسولين در پيـشگيري         ]. 14[كند  
يا برگرداندن عوارض عصبي ناشي از ديابت ماننـد اخـتلالات           
يادگيري، ترميم پذيري سيناپسي و همچنـين سـرعت هـدايت           

عـلاوه گـزارش شـده اسـت كـه           بـه ]. 15[عصبي نقـش دارد     
از آپوپتــوز (IGF-1) انـسولين و فـاكتور رشــد شـبه انــسوليني    

هـاي   هاي پوشـشي يـا رده سـلول        ها، سلول  اوليگودندروسيت
  ].18-16[كند  سرطاني جلوگيري مي

عنـوان يكـي از علـل        از طرف ديگر استرس اكسيداتيو بـه      
ن نـشا  اصلي تغييرات دژنراتيو مزمن در ديابت مطـرح شـده و          

هـا از بـروز برخـي        تيمار با آنتـي اكـسيدان     داده شده است كه     
و اسيد اسكوربيك به عنوان     ] 19[ه است   عوارض ديابت كاست  

هـا را از صـدمات اكـسيداتيو         يك تركيب آنتي اكسيدان، بافت    
  ].20[كند  محافظت مي

بنابراين هدف از مطالعـه حاضـر بررسـي نقـش انـسولين             
عنوان يك   و اسيد اسكوربيك به   عنوان كنترل كننده قند خون       به

ــه هيپوكامــپ    ــوز ناحي ــشگيري از آپوپت ــسيدان در پي ــي اك آنت
  .هاي ديابتي شده توسط استرپتوزوسين است رت

  

  ها مواد و روش
 به وزن Wistar سر موش صحرايي نر نژاد 30اين مطالعه روي 

 هفته، تهيـه شـده از       10 تا 8 گرم و سن تقريبي      250 تا 200تقريبي  
حيوانـات در   .  پژوهشكده بـوعلي انجـام شـده اسـت         هخان حيوان
 12 سـاعت روشـنايي و       12خانه پژوهشكده و در شـرايط        حيوان

و دسترسي آزاد گراد   سانتي23±2 ساعت تاريكي  و درجه حرارت    
كشي و كنتـرل   حيوانات پس از وزن. به آب و غذا نگهداري شدند  
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لوكـومتر  بـا اسـتفاده از دسـتگاه گ         قند خون از طريق وريـد دمـي         
)Bioname; Bioname, UK(، تايي  طور تصادفي به پنج گروه شش به

ترتيـب گـروه     به[و چهار گروه ديابتي     ) C(شامل يك گروه كنترل     
، گـروه   )I(، گروه ديابتي تحت تيمار با انـسولين         )D(ديابتي كنترل   

و گرو ه ديابتي تحت     ) AA(ديابتي تحت تيمار با اسيد اسكوربيك       
.  تقسيم شـدند   ])I+AA(اضافه اسيد اسكوربيك     ين به تيمار با انسوا  

 سـاعت   24هـاي ديـابتي پـس از طـي           هاي صحرايي گروه   موش
گرســـنگي و بعـــد از بيهوشـــي توســـط كلروفـــرم، بـــا داروي 

بـا يكبـار تزريـق    ) Pharmacia and Upjohn, USA(استرپتوزوسـين  
  ديابتي شدند  mg/kg60به مقدار   ) IntraPeritoneal:IP(داخل صفاقي   

. براي تزريق، استرپتوزوسين در سرم فيزيولـوژي حـل شـد          ]. 21[
سه روز پـس از تزريـق       .  فقط نرمال سالين دريافت كردند     Cگروه  

ــالاتر از   استرپتوزوســين مــوش ــا قنــد خــون ب هــاي صــحرايي ب
mg/dl250       در پايان هفته شـشم     ]. 22[، ديابتي در نظر گرفته شدند

طور دقيق كنتـرل   انات بهكه هر هفته وزن و قند خون حيو     در حالي 
 (NPH) پروتـامين  تحـت تيمـار بـا انـسولين          Iو ثبت شد، گـروه      

 واحـد در روز     6 تـا    4 ميـزان  به) داروسازي اكسير بروجرد، ايران   (
 تحـت   AA، گـروه    (SubCutaneous)صورت تزريق زير جلـدي       به

 اسكوربيك اسيد   -ال) (داروپخش تهران، ايران   (Cتيمار با ويتامين    
 در  mg/kg200بـا دوز    )  ميلي ليتر  5 در   mg 500بل تزريق   به فرم قا  

 تحـت   I+AA و گـروه     (IP)صورت تزريق داخـل صـفاقي        روز به 
اضافه اسيد اسكوربيك به مدت دو هفتـه قـرار           تيمار با انسولين به   

  . به مقدار مساوي نرمال سالين دريافت داشتندD و Cگروه . گرفتند
هاي صحرايي   موشدر پايان دوره درماني وزن و قند خون      

هـاي صـحرايي بـا اسـتفاده از          مـوش . كنترل و يادداشت شـد    
هـا در طـول خـط        كلروفرم بيهوش و كشته شده، جمجمـه آن       

ها خارج و وزن شد و روي تختـه بـرش            وسط باز و مغز رت    
دقـت   هاي مننـژ بـه     قرار داده شد و پرده    ) Ice-cooled(يخ بسته   

 جـدا شـد و بـه        دقت تـشريح و    برداشته و سپس هيپوكامپ به    
گــراد بــراي   ســانتي-70تانــك ازت مــايع منتقــل و در دمــاي 

  .هاي ديگر ذخيره شد  و آزمايشDNAاستخراج پروتئين، 

  3-سنجش فعاليت كاسپاز 
 از  3 -در اين مطالعه براي بررسي ميـزان فعاليـت كاسـپاز          

 تهيـه   Caspase-3/CPP32 Fluorometric Assay Kit (K105)كيت
بـراي هـر   . استفاده شد) Biovision ) CA, USA شده از شركت

هـاي    ميكروگرم از نمونه بافتي هيپوكامـپ مـوش        50آزمايش،  
  .صحرايي مورد مطالعه، استفاده شد

در پايان شدت فلورسـنت حاصـل بـا دسـتگاه فلـورومتر             
)(Jasco, FP-6200, Japan  Shimatso  400با طول موج تحريـك 

-ضـريب . قرائـت شـد    نانومتر   505نانومتر و طول موج انتشار    
 از طريـق مقايـسة   3 -فعاليت كاسـپاز ) Fold increase(افزايش 

ــا    ــابتي شــده ب ــايج بافــت هيپوكامــپ مــوش صــحرايي دي نت
بافـت  (استرپتوزوسين با نتايج مربوط به بافت بـدون آپوپتـوز           

ــابتي  ــر دي ــين بافــت ) هيپوكامــپ مــوش صــحرايي غي همچن
ين و اسـيد    هاي ديابتي تيمـار شـده بـا انـسول           هيپوكامپ موش 
  .صورت تركيبي تعيين شد تنهايي و به اسكوربيك به

  
  DNA Ladderingشناسايي 

 كرومـوزومي در فراينـد      DNAبراي شناسـايي نمـاي نردبـاني        
  هاي صحرايي مورد آزمايش از كيت      آپوپتوز ناحيه هيپوكامپ موش   

  

Quick apoptotic DNA Laddering Detection kit (Biovision, USA)   
  
  

 15 طبـق پروتكـل كيـت،        DNAپس از استخراج    . ده شد استفا
ــه روي يــك    ميكروليتــر از محــصول نهــايي تكثيــر هــر نمون

 درصد رنـگ شـده بـا اتيـديوم برومايـد بـراي              2/1ژل آگارز   
هـاي تعبيـه     برداري باندها در داخـل چاهـك       مشاهده و عكس  

  در پايان باندها بـا اسـتفاده از دسـتگاه         . شده در ژل ريخته شد    
Bio Imaging System (Syngene, U.K.)برداري شد  مشاهده و عكس.  

  
  ها تجزيه و تحليل داده

ــاليز  بــراي تجزيــه و تحليــل آمــاري داده هــا از آزمــون آن
 T.student و آزمون Tukey test يك طرفه، (ANOVA)واريانس 
 SPSSافزار از نرم. دار در نظر گرفته شد  معني>05/0pاستفاده و 

  .ها استفاده شد تحليل دادهبراي ) 5/11ويرايش (
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   مقايسه پارامترهاي وزن و قند خون موش هاي صحراي گروه هاي مختلف:1جدول 
  گروه

 C D I AA  AA+I  پارامتر

 30/198±04/13 25/205±30/11  40/213±10/10 08/247±08/19 75/243±25/9 )گرم(وزن اوليه 
 00/224±20/17** 50/219±30/19**  08/237±70/12** 17/198±04/21* 00/306±40/10 )گرم( وزن نهايي

ــه   ــون اوليـ ــد خـ قنـ
  )ليتر دسي/گرم ميلي(

60/5±40/109 30/6±90/106 30/23±40/479  00/32±75/472 60/31±25/496 

ــايي  ــون نهـ ــد خـ  قنـ
 30/118±50/11** 17/483±90/26  25/111±20/11** 10/477±40/28* 25/111±30/1  ) ليتر دسي/گرم ميلي(

 *P<0.0يسه با گروه كنترلدر مقا )C(  
**P<0.0در مقايسه با گروه ديابت )D(     

 

  ها يافته
  تغييرات مربوط به قند خون و وزن حيوانات

هاي صحرايي ديابتي سه روز بعـد از   ميزان قند خون موش 
گــرم در   ميلــي250تزريــق استرپتوزوســين برابــر يــا بــالاتر از 

هـاي   ند خون موش  در پايان دوره درماني ميزان ق     . بودليتر    دسي
طـور    بـه  Dهاي گـروه      نسبت به رت   I+AA و   Iصحرايي گروه   

در ابتدا هر پنج گروه     ). >01/0p(اي كاهش يافت     قابل ملاحظه 
ــتند  ــساني داش ــاً يك ــشم وزن  . وزن تقريب ــه ش ــان هفت در پاي

اي  طور قابـل ملاحظـه     هاي ديابتي به   هاي صحرايي گروه   موش
همچنـين در پايـان     . )>01/0p( كاهش يافت    Cنسبت به گروه    

 نـسبت  I+AA و  Iهاي صحرايي گروه دوره درماني وزن موش
) >01/0p(داري   طـور معنـي     بـه  Dهاي صحرايي گروه     به موش 

ــزايش يافــت ــين وزن مــوش اخــتلاف معنــي. اف هــاي  داري ب
 مـشاهده   I+AA و   Iگـروه   و همچنين    D و   AAصحرايي گروه   

  ).1جدول ) (p=8/0 و p=2/0ترتيب  به(نشد 
  

  3 -سپازكا
ــان    ــد و در مي ــوز دارن ــش اساســي در آپوپت ــپازها نق كاس

 در القــاي آپوپتــوز در سيــستم عــصبي 3 -كاســپازها، كاســپاز
هـاي    در مـوش   3-فعاليـت كاسـپاز   . مركزي نقش كليدي دارد   

 بعد از   Cهاي صحرايي گروه      نسبت به موش   Dصحرايي گروه   
 برابـر   7/6هشت هفتـه ديـابتي شـدن توسـط استرپتوزوسـين            

ــز ــه(ايش يافــت اف ، 0/21 ± 9/5 و 5/140 ± 8/35ترتيــب  ب
001/0p< .(كه، بعد از دو هفته تيمار با انسولين  در حالي) گروه

I (   و اســيد اســكوربيك)  گــروهAA (   و انــسولين و اســيد
 3، از فعاليت كاسپاز     )I+AAگروه  (طور همزمان    اسكوربيك به 

، 0/36±3/20ترتيـب   به( برابر 1/5 و  2/4،  9/3ميزان   ترتيب به  به
كاسته شـد ولـي بـه انـدازه فعاليـت           ) 4/27±5/5 و   8/3±3/33

  ). 1شكل ( كاهش نيافته است C در گروه 3 -كاسپاز
  

 
طور همزمان بـر   تنهايي و به  بررسي آثار انسولين و اسيد اسكوربيك به     .1شكل  

ي صحرايي گروه ديـابتي     ها  در ناحيه هيپوكامپ موش    3 -ميزان فعاليت كاسپاز  
 و گـروه  AA، گروه ديابتي تحت تيمار اسيد اسكوربيك        Iتحت تيمار انسولين    

-ميزان فعاليت كاسـپاز   . I+AAاسيد اسكوربيك   + ديابتي تحت تيمار انسولين     
 I و گـروه     I+AA و   AAهاي   هاي صحرايي گروه    در ناحيه هيپوكامپ موش    3

 Mean ± S.E.Mصـورت   هـا بـه   داده. دار اسـت   معنـي Dدر مقايسه با گـروه  
  ). سر موش صحرايي در هر گروه استفاده شده است3از تعداد (اند  آمده

#: p<0 001/  

*: p< 01/0  
  

   در هيپوكامپ3فعاليت كاسپاز 
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DNA Laddering  
ــورز   يكــي از روش ــوز، الكتروف ــشخيص آپوپت  DNAهــاي ت

طور كه  همان. ها يا بافت مورد مطالعه است استخراج شده از سلول
 DNA)ابت سبب بروز نماي نردباني نشان داده است، دي) 2(شكل 

Ladder)   در DNA هاي صحرايي گروه    هاي هيپوكامپ موش    سلول
D  هـاي آپوپتوتيـك مـشاهده     اين الگـو كـه در سـلول     .  شده است
هـاي مـورد نظـر        سـلول  DNAدهنده اين است كـه       شود، نشان   مي
 Ladderصورت اوليگونوكلئوزومال درآمده و به فرم نردبـاني يـا            به

كه بعد از دو هفته تيمار با انسولين و اسيد           در حالي . شوند ديده مي 
 DNAطور همزمان، اين نماي نردباني در        تنهايي و به   اسكوربيك به 

 I  ،AAهـاي    هاي صحرايي گروه   هاي ناحيه هيپوكامپ موش    سلول
  ).2شكل (شود   مشاهده نميI+AAو 

  

  
  

 گـروه   هاي صـحرايي    هيپوكامپ موش  DNAنمايش الكتروفورز   . 2شكل  
، )I(، گروه ديابتي تحـت تيمـار بـا انـسولين            )D(، گروه ديابتي    )C(كنترل  

و گروه ديـابتي تحـت      ) AA(گروه ديابتي تحت تيمار با اسيد اسكوربيك        
روي ژل  ) I+AA(طـور همزمـان      تيمار با انسولين و اسيد اسـكوربيك بـه        

  ). نشانگر وزن مولكولي استMW. ( درصد2/1آگارز

  بحث
يق حاضر نشان داد كه تيمار با انسولين قـادر  هاي تحق  يافته

ــوع   ــوز ناشــي از القــاي ديابــت ن ــه 1اســت آپوپت  را در ناحي
ــوش  ــپ م ــط      هيپوكام ــده توس ــابتي ش ــحرايي دي ــاي ص ه

 و جلوگيري   3-استرپتوزوسين، از طريق كاهش فعاليت كاسپاز     
  . مهار نمايدDNAاز قطعه قطعه شدن 

پروتئين پروآپوپتوتيك  احتمالاً توانايي انسولين در كاهش بيان       
Bax    آپوپتوتيـك    هاي آنتـي    يا افزايش بيان پروتئينBcl-2   و Bcl-xL 
تواند ناشي از تأثير غيرمستقيم آن از طريق كنترل گلوكز خـون             مي

محيطي و كنترل ديابـت يـا ناشـي از تـأثير مـستقيم انـسولين بـر                  
اين امر باعث بسته شـدن منفـذ        . هاي ناحيه هيپوكامپ باشد    سلول
 يـا   C  ،Apaf-1  ،AIFاي ميتوكندري و مانع رها شدن سيتوكروم        غش

پروكاسپازها و تشكيل آپوپتوزم و فعال شدن عوامل فرودست بـه           
  ].24و23[شود   ميBcl-2هاي خانواده  ژن

 Bcl-2علاوه انسولين ممكن است با جلوگيري از كاهش بيـان         به
توزوسين القا   ناشي از استرپ   1وسيله ايجاد ديابت نوع       كه به  Bcl-xLو  

 و ساير فاكتورهاي آپوپتوژنيك را      Cشده است، رها شدن سيتوكروم      
عنـوان    نيز بـه Bcl-xL/Bax  وBcl-2/Baxبنابراين نسبت بيان . مهار كند

يك فاكتور تعيين كننده در مهـار يـا القـاي آپوپتـوز و همچنـين در                 
  .تواند بسيار مهم باشد زندگي يا مرگ سلول مي
 و (Srinivasan)اي كه توسط سرينيواسان  العهدر همين راستا مط

هــاي گــانگليون ريــشه خلفــي نخــاع در  همكــاران روي نــورون
هاي صحرايي ديابتي شده توسط استرپتوزوسين انجام شـد،          موش

هاي صحرايي توسط انسولين به مدت دو        نشان داد كه تيمار موش    
هاي  ولطور معناداري از تعداد سل     منظور كنترل قند خون به     هفته به 

هـاي ديـابتي كـه درمـاني        ها، نسبت به موش    آپوپتوتيك اين موش  
ــي  ــد، م ــت نكردن ــد درياف ــروتئين  . كاه ــان پ ــزان بي ــين مي همچن

  ].25 [يابد داري افزايش مي طور معني  بهBcl-2آپوپتوتيك  آنتي
 و همكــاران نيــز (Sima)در مطالعــه ديگــري توســط ســيما 

 در هيپوكامـپ    ، از مـشتقات انـسولين،     Cمشخص شد كـه پپتيـد       
 آثار مشابهي دارد؛ به اين BB/Wهاي صحرايي ترانس ژنيك  موش

 جفت باز500
 جفت باز400

 جفت باز300 
 جفت باز200
  جفت باز100
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 و ميـزان    Baxترتيب كه ميزان بيان پروتئين القاي كننـده آپوپتـوز           
هاي ناحيه هيپوكامپ در نتيجه تيمار با   در سلول3-فعاليت كاسپاز

 DNAعـلاوه نمـاي نردبـاني نيـز در            بـه  .يابـد    كاهش مـي   Cپپتيد  
  ].27و26 [رود هاي اين ناحيه از بين مي لولكروموزومي س

 و همكاران نـشان دادنـد كـه         (Kumar)در اين راستا كومار     
هاي صحرايي ديابتي شده توسـط       استفاده از انسولين در موش    

اي ميزان بيان پروتئين القـا       طور قابل ملاحظه   استرپتوزوسين به 
هش هاي كليـوي كـا     هاي لوله  را در سلول  ) Bax(كننده آپوپتوز   

دهد و همچنين ميزان بيـان پـروتئين مهـار كننـده آپوپتـوز                مي
)Bcl-xL (28[دهد  ها افزايش مي را در اين سلول.[  

هاي حيواني نشان داده است كـه        در مجموع مطالعه روي مدل    
  :شود اعمال انسولين روي بافت مغزي به دو طريق انجام مي

كـنش نـشان      انسولين مـستقيماً بـا بافـت مغـزي ميـان           -1
طور غيرمستقيم از طريق كنترل گلـوكز         انسولين به  -2دهد؛   مي

بنـابراين انـسولين تمـام      . كند خون محيطي اثرش را اعمال مي     
اش شـروع و فعـال       اعمالش را ابتدا از طريق اتصال به گيرنـده        

وفـور در سيـستم عـصبي        اش كـه بـه     شدن گيرنده اختـصاصي   
  ].29[شود  مركزي وجود دارد، موجب ادامه فرايند مي

ريزي شده سـلول     كه ممكن است از مرگ برنامه      از آنجايي 
هـا،   هاي مولكولي متعددي نظير نـوروتروفين      وسيله مكانيسم  به

هـاي تنظـيم كننـده       سنتز فاكتور رشـد، تعـديل بيـان پـروتئين         
رسد اسـتفاده    ، بنابراين به نظر مي    )30(آپوپتوز جلوگيري شود    

هـا    مـرگ نـورون    از انسولين از طريق مكانيـسم هـاي زيـر از          
 انسولين با كنترل گلوكز خون محيطي و        -1. كند جلوگيري مي 

 -2. كنـد  حفظ آن در حد طبيعي در كنترل ديابت نقش ايفا مي          
ها را   تواند نورون  عنوان يك فاكتور نوروتروفيك مي     انسولين به 

دهنـد كـه     از مرگ محافظت كند و اطلاعات زيادي نشان مـي         
كـه در    طـوري  ؛ به ]31[فيك است   انسولين يك فاكتور نوروترو   

 روزه نـشان    9يك سيستم كشت برش مخچه موش صـحرايي         
هـاي   داده شده است كه اسـتفاده از انـسولين از مـرگ سـلول             

علاوه اسـتفاده از     به]. 32[كند   گرانولر مخچه نيز جلوگيري مي    
  هاي قشر مغز، مرگ سـلولي ناشـي از    انسولين در كشت سلول   

  

 از طـرف ديگـر      -3]. 33[دهـد    مـي فقدان سرم را نيز كـاهش       
 و فـاكتور رشـد      Cمشخص شده انسولين، پروانسولين، پپتيـد       

  ].35و34[اثر ضد آپوپتوزي دارند ) IGF(شبه انسوليني 
ــشان داده   ــي ن ــات قبل ــوز    مطالع ــسولين از آپوپت ــه ان ــد ك ان

هــاي ســلولي  هــاي پوشــشي يــا رده هــا، ســلول اليگودندروســيت
رسد كه   نظر مي  بنابراين به ]. 16-18[كند    كارسينومايي جلوگيري مي  

آپوپتوزي غيرقابل انكاري دارد     انسولين اثر محافظت نوروني و ضد     
ها و مسيرهاي متنوعي در آن دخيل هستند كه سرانجام           كه مكانيسم 

اثر ضد آپوپتوزي انسولين كه     . شود منجر به افزايش بقاي سلولي مي     
 اثـر مـستقيم     در مطالعه حاضر به آن اشاره شـد، ممكـن اسـت بـه             

هاي ناحيه هيپوكامـپ از طريـق كـاهش بيـان            انسولين روي سلول  
، مهار رها شدن Bcl-xL و Bcl-2 و افزايش بيان پروتئين Baxپروتئين 

 و در   CADNase و مهـار     3-، كـاهش فعاليـت كاسـپاز      Cسيتوكروم  
هـاي ناحيـه هيپوكامـپ        سـلول  DNAنتيجه مهار قطعه قطعه شدن      

طالعه باشد كه در مجموع باعث كاهش       هاي صحرايي مورد م    موش
  .شود ها مي تنظيمي فرايند آپوپتوز و بقاي نورون

همچنين نتايج پژوهش حاضر و مطالعه قبلي اين محققـين          
نشان داد كه اسيد اسكوربيك نيز مانند انسولين از طريـق     ] 23[

، Bcl-xL و   Bcl-2هـاي    ، افـزايش بيـان ژن     Baxكاهش بيـان ژن     
ها و جلـوگيري از قطعـه قطعـه شـدن           كاهش فعاليت كاسـپاز   

DNA    هاي صـحرايي ديـابتي شـده        ، در ناحيه هيپوكامپ موش
  .توسط استرپتوزوسين، قادر به مهار آپوپتوز است

هـاي   هاي پـژوهش   به هر حال نتايج مطالعه حاضر با يافته       
  دارنــد اســيد اســكوربيك بيــان ژن    قبلــي كــه بيــان مــي   

Bcl-xL   ساني از طريق تثبيت    هاي سرطاني كولون ان     را در سلول
همـسو  . ، تطـابق دارد ]36[دهـد   غشاي ميتوكندري افزايش مي   

، در  Bcl-2با ايـن نتـايج، اثـر اسـيد اسـكوربيك بـر عملكـرد                
]. 36[هاي اندوتليال انـساني نيـز مـشاهده شـده اسـت              سلول

مشاهده شده كه اسيد اسكوربيك به عنوان يك آنتي اكـسيدان           
ت تجربي نورولـوژيكي ماننـد      داراي آثار محافظتي در اختلالا    

  در ]. 39و38[سكته مغزي، ايسكمي وتشنجات صرعي است 

 و همكاران نـشان دادنـد كـه اسـيد     (Eun Jin)اي ائون جين  مطالعه
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اسكوربيك داراي آثار محافظت نوروني است و از مرگ نـوروني           
 در هيپوكامـپ توسـط مهـار    (Kainic Acid)ناشي از اسيد كينيـك  
 ــ ــد ميتوكن ــرد ب ــهعملك ــد گون ــال  دري و تولي ــسيژن فع ــاي اك   ه

(ROS: Reactive Oxygen Species)39[كند   جلوگيري مي.[  
 و همكاران در بررسي نقـش اسـيد اسـكوربيك در            (Tal)تال  

هــاي لوســمي  ســلول (HL-60هــاي ردة  مهــار آپوپتــوز در ســلول
، نشان دادند كه اسيد اسكوربيك قادر است آپوپتوز ناشـي           )انساني

ها از طريق ممانعـت از رهـا         هيدروژن را در اين سلول    از پراكسيد   
  ].40[ مهار كند 3- و كاهش فعاليت كاسپازCشدن سيتوكروم 

علاوه معتقدند كه اسيد اسكوربيك يـك آنتـي اكـسيدان            به
 و گونـه هـاي نيتـروژن فعـال          ROSتوانـد    قوي است كـه مـي     

)Reactive Nitrogen Species ;RNS (ن همچنـي . را به دام بيندازد
توانـد از مـرگ سـلولي        اسيد اسـكوربيك داخـل سـلولي مـي        

ــد و موتاســيون ايجــاد شــده توســط اســترس    ــوگيري كن جل
عنـوان   نقش اسيد اسـكوربيك بـه     ]. 41[اكسيداتيو را مهار كند     

خوبي ثابـت شـده اسـت و         يك آنتي اكسيدان داخل سلولي به     
توانـد مـرگ سـلولي ناشـي از هيـدروژن            اسيد اسكوربيك مي  

 و آسـيب  Fas Ligand به Fasآپوپتوز ناشي از اتصال پراكسيد، 
DNA 42و20[ ناشي از استرس اكسيداتيو را مهار كند.[  

اكـسيدان قـوي،     عنوان يك آنتي   غلظت اسيد اسكوربيك به   
اي بيـشتر    طور قابل ملاحظـه    ها به  در مغز نسبت به ساير ارگان     

همچنين در داخل مغز نيز توزيع آن يكنواخت نيست و          . است
شترين مقدار اسـيد اسـكوربيك در آميگـدالا، هيپوكامـپ و            بي

  ].44و43[هيپوتالاموس است 
ها نشان   غلظت بالاي داخل سلولي اسيد اسكوربيك در نورون       

عنوان يك   ها و به   دهنده نقش مهم آن در فيزيولوژي طبيعي نورون       
). 45و  42(آنتي اكـسيدان نوروپروتكتيـو و نورومـدولاتور اسـت           

ــ ــر ن ــد كــه اســيد اســكوربيك و اســيد    شان دادهمطالعــات اخي ان
هـا و     به داخل نـورون    Cدهيدرواسكوربيك براي بازيافت ويتامين     

رسـد بازيافـت     نظـر مـي    بنابراين به . شوند ها منتقل مي   آستروسيت
ها را   طور واضح و روشن، انواع مختلف نورون        به Cمداوم ويتامين   

  ].47 و46[كند  از آسيب اكسيداتيو محافظت مي
اند كه اسيد اسكوربيك ممكـن     علاوه مطالعات قبلي نشان داده     به

ناشي از ديابت كـه  ROS هاي اكسيژن فعال   است با مهار توليد گونه
شـود، اسـترس     هـاي نـوروگلي مـي      ها و سـلول    سبب مرگ نورون  

محققـان معتقدنـد كـه اسـيد اسـكوربيك          . اكسيداتيو را كاهش دهد   
 ـ       عنـوان يـك كوفـاكتور بـراي         هعملكردهاي حياتي در مغز دارد و ب

كنـد و در بيوسـنتز كـاتكولامين         هيدروكسيلاز عمل مـي   -βدوپامين  
ــي ــت م ــد دخال ــسيداسيون  . كن ــين پراك ــكوربيك همچن ــيد اس اس

هاي آزاد مغز را بـه دام        كند و راديكال   فسفوليپيدهاي غشا را مهار مي    
  ].49و48[اندازد  مي

ربيك در كـاهش    نتايج اين تحقيق به اثر انسولين و اسيد اسكو        
هـاي    در سـلول   DNA و مهار قطعه قطعه شـدن        3-فعاليت كاسپاز 

در ايـن   . هاي صحرايي مورد آزمايش دلالت دارد      هيپوكامپ موش 
هـاي تـشخيص     زمينه ادامه تحقيقـات بـا اسـتفاده از سـاير روش           

ــن روش  ــق اي ــز تلفي ــوز و ني ــا روش آپوپت ــا ب ــشخيص  ه هــاي ت
هاي  ي بلكه در ساير گونه    هاي صحراي  نوروژنزيس نه تنها در موش    

براي تعميم نتايج اين تحقيق بـه انـسان،         . شود جانوري توصيه مي  
  .پس از اتمام مرحله تجربي، انجام كارآزمايي باليني ضروري است

نتايج اين تحقيق به اثر انسولين و اسيد اسكوربيك در كـاهش            
هـاي    در سـلول   DNA و مهار قطعه قطعه شدن       3 -فعاليت كاسپاز 

هاي صحرايي ديابتي شده توسط استرپتوزوسـين        مپ موش هيپوكا
آثار ضد آپوپتوزي انسولين    . هاي مورد مطالعه دلالت دارد     در نمونه 

هـاي هيپوكامـپ افـراد ديـابتي و          و اسيد اسكوربيك روي سـلول     
وسـيله كنتـرل قنـد خـون توسـط           مهار آپوپتوز بـه    عبارت ديگر  به

توانـد نقـص در      مـالاً مـي   ها، احت  اكسيدان انسولين و درمان با آنتي    
 1يادگيري و حافظه ناشي از تخريب هيپوكامپ را در ديابت نـوع             

كاهش دهد، اگر چه مطالعات آزمايـشگاهي و كارآزمـايي بـاليني             
  .بيشتري براي اثبات اين فرضيه لازم است

  

  تقدير و تشكر
نويسندگان اين مقاله از معاونت محترم پژوهشي دانـشگاه         

حمايت مالي ايـن طـرح تحقيقـاتي را         علوم پزشكي مشهد كه     
اند و همچنين همكـاران بخـش ايمونوبيوشـيمي          برعهده داشته 

مركز تحقيقات ايمونولـوژي، مخـصوصاً سـركار خـانم مقـدم            
  .نمايند سپاسگزاري مي
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