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Abstract 
 
Background: Diabetic peripheral neuropathy is one of the most common chronic complications of diabetes. 
The aim of this study was the effect of six weeks of aerobic training and melatonin on MBP gene expression 
and pain threshold in an experimental model of diabetic neuropathic pain.  
Materials and methods: Forty 8-week-old male Wistar rats (weight range 204 ± 11.3 g) were randomly 
divided into five groups (n=8 each) including: diabetic neuropathy (50 mg / kg streptozotocin intraperitoneal 
injection), diabetic melatonin neuropathy (mg / kg 10 melatonin daily for 6 weeks), diabetic neuropathy 
exercise (30 minutes of aerobic exercise at 15 meters per minute, 5 days a week for 6 weeks), diabetes 
melatonin neuropathy and healthy exercise and control. After confirmation of diabetic neuropathy by 
behavioral tests, exercise protocol and supplementation were performed. MBP gene expression in spinal cord 
tissue was measured by real-time technique.  
Results: Exercise and melatonin reduced the nervous system's sensitivity to thermal hyperalgesia and 
mechanical allodynia (P=0.026). Aerobic exercise with melatonin significantly increased MBP gene 
expression compared to diabetic neuropathy group (P =0.001). 
Conclusion: Aerobic exercise and melatonin appear to reduce the complications of diabetic neuropathy by 
increasing MBP protein. It is recommended to use aerobic exercise with melatonin for diabetics to reduce the 
neuropathic pain of diabetes. 
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  دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

  142تا  133صفحات ، 1402 تابستان، 2، شماره 33 ورهد

  

و آستانه درد در مدل  MBPاثر شش هفته تمرین هوازي و ملاتونین بر بیان ژن 

  تجربی درد نوروپاتی دیابت

 2احمد کاکی ،1محمدعلی بوصویط

     
 رزشی، واحد اهواز، دانشگاه آزاد اسلامی، اهواز، ایراندانشجوي کارشناسی ارشد، گروه فیزیولوژي و 1
 استادیار، گروه فیزیولوژي ورزشی، واحد اهواز، دانشگاه آزاد اسلامی، اهواز، ایران2

   کیدهچ

ترین عوارض مزمن دیابت است. هدف پژوهش حاضر اثر شش هفته تمرین نوروپاتی محیطی دیابت، یکی از شایع :سابقه و هدف

 . بودو آستانه درد در مدل تجربی درد نوروپاتی دیابت  MBPتونین بر بیان ژن هوازي و ملا

 شامل ،سري 8طور تصادفی در پنج گروه گرم) به 204±3/11اي (محدوده وزنی هفته 8سر موش صحرایی نر ویستار  40 :روش بررسی

گرم/کیلوگرم ملاتونین روزانه میلی 10وروپاتی دیابت ملاتونین (گرم/ کیلوگرم استرپتوزوسین تزریق درون صفاقی)، نمیلی 50نوروپاتی دیابت (

هفته)، نوروپاتی  6روز در هفته به مدت  5متر در دقیقه،  15دقیقه تمرین هوازي با شدت  30هفته)، نوروپاتی دیابت تمرین ( 6به مدت 

هاي رفتاري، پروتکل تمرین و مصرف ی دیابت توسط آزمودندیابت ملاتونین و تمرین و کنترل سالم قرار گرفتند. پس از تأیید ایجاد نوروپات

راهه و آزمون تعقیبی گیري شد. آزمون آنالیز واریانس یکدر بافت نخاع با تکنیک ریل تایم اندازه MBP مکمل اجرا گردید. میزان بیان ژن

 .  شدتوکی براي تحلیل آماري استفاده 

). تمرین P=026/0(شد ت سیستم عصبی به هایپرآلژزیا حرارتی و آلودینیاي مکانیکی تمرین و ملاتونین موجب کاهش حساسی ها:یافته

  ).P=001/0نسبت به گروه نوروپاتی دیابت شد ( MBPدار میزان بیان ژن هوازي به همراه ملاتونین باعث افزایش معنی

شود. پیشنهاد عث کاهش عوارض نوروپاتی دیابتی میبا MBPرسد که تمرین هوازي و ملاتونین با افزایش پروتئین به نظر می :گیرينتیجه

  .منظور کاهش درد نوروپاتیک دیابت استفاده شودشود از تمرین هوازي به همراه مصرف ملاتونین براي بیماران دیابتی بهمی

 .ابتید کیدرد نوروپات ن،یلیم هیپانیپروتئ ن،یملاتون ،يهواز نیتمر واژگان کلیدي:
  

  1مقدمه

ترین عوارض مزمن دیابـت اسـت   دیابتی، یکی از شایعنوروپاتی 

که بـا طیفـی از تغییـرات عملکـردي و سـاختاري در اعصـاب       

ها موجب اخـتلال در  این آسیب .)1( شودمحیطی مشخص می

حـس طبیعـی و نوروپــاتی دردنــاك   توانایی حرکات عضلات، 

هاي پژوهشگران بر این باورند که یکی از مکانیسم )2(شوند.می

                                                
ی احمـد کـاک  ، واحد اهـواز  یدانشگاه آزاد اسلام ،یورزش يولوژیزیگروه ف، اهواز: آدرس نویسنده مسئول

)email: ahvaz.kaki@yahoo.com  ( 

ORCID ID: 0000-0003-4022-2348    

    1/9/1401: تاریخ دریافت مقاله

  18/10/1401: تاریخ پذیرش مقاله

ــت،   ــاتی محیطــی دیاب ــر در نوروپ پاتوفیزیولوژیــک مهــم درگی

 .)3(اسـت  ) اعصـاب محیطـی   Demyelination( دیملیناسـیون 

هـاي غیرفعـال بـراي    نقش غلاف میلین بسیار بیشـتر از عـایق  

عنوان سنسورهاي حیاتی آکسون ها را بهآکسون ها هستند. آن

گیرند که انرژي موردنیاز براي عملکرد آکسون ها را در نظر می

کنند. یک ایـده نوظهـور ایـن اسـت کـه اخـتلال در       فراهم می

کسون درنتیجـه   هاي شوان و آانرژي زیستی طبیعی بین سلول

 ،)1( دهـد هیپرگلیسمی با تجمع متابولیت هاي سـمی رخ مـی  

هاي شـوان  که جذب گلوکز اضافی عمدتاً توسط سلولطوريبه

بـه  هـا شـده و منجـر    باعث اختلال متـابولیکی در ایـن سـلول   

ــابولیکی در    ــوکز اضــافی و محصــولات مت ــزایش ســطوح گل اف
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هـا چنـدین تغییـر مورفولـوژي در     شود. پـژوهش ها میآکسون

فیبرهاي میلین دار اعصـاب محیطـی درنتیجـه هیپرگلیسـمی     

انـد. ایـن تغییـرات شـامل فرورفتگـی میلـین در       مشاهده کرده

) ، تخلیــه میلــین در  infoldingsآکسوپلاســم(فولدینگ هــا  

) outfoldingsپلاســم ســـلول شـــوان(برون تـــاخوردگی  سیتو

هاي غیرطبیعـی  همچنین تغییر در تراکم میلین مانند بریدگی

 .)4( گسترده و جدا شـدن غیرطبیعـی لامینـاي میلـین اسـت     

اند که  این اخـتلالات درنتیجـه تغییـر در    تحقیقات نشان داده

هــاي مهــم در فرآینــد تولیــد میلــین ســازي تنظــیم پــروتئین

هـاي  هـاي غشـایی سـلول   ترین پروتئینیکی از اصلی )5(است.

 ) اسـت Myelin basic protein میلـین ( پایـه  میلین، پـروتئین 

)6(. MBP      پروتئین مهم در فراینـد تولیـد میلـین در سیسـتم

عصبی است که در حفـظ سـاختمان صـحیح میلـین ، تنظـیم      

هاي بنیادي عصبی و واکنش بـا لیپیـدهاي غشـاء    تکثیر سلول

غلاف میلین  و ثبات عملکردي به لیپیدهاي میلین نقش دارد. 

در بافت عصبی باعث تقویـت میلیناسـیون    MBPبیان افزایش 

 MBPاند که سطوح پروتئین تحقیقات نشان داده .)7( شودمی

 )8(شـود. در فیبرهاي عصبی بیماران دیابتی تنظیم منفی مـی 

عنـوان  را بـه  MBPشماري سطح سرمی پـروتئین  مطالعات بی

شاخصی براي ارزیابی میزان آسیب بـه بافـت میلـین سیسـتم     

بنابراین، با توجه به نقش مهـم   .)5, 4( اندعصبی در نظر گرفته

هاي میلین  و کاهش سطوح این در رشد سلول MBPپروتئین 

، عامل که بتواند این نقص فیزیولوژیکی را در DPNر پروتئین د

شـود.  عنوان ابزار درمانی مطرح میدیابت تنظیم مثبت کند، به

هـاي  نتایج حاصل از مطالعات اخیـر نشـان داده اسـت فعالیـت    

عنوان یک راهبـرد غیـر دارویـی بـا افـزایش سـطوح       هوازي به

 هـاي هاي شوك گرمـایی، افـزایش سـطوح سـایتوکین    پروتئین

ضدالتهابی، کاهش فعالیت میکروگلیاهاي نخاع، افـزایش بیـان   

هـاي آزاد  در سیسـتم   ها و کاهش سـطوح رادیکـال  نوروترفین

هـاي حسـی   عصبی توانسته اسـت از تخریـب پیشـروند نـورون    

جلوگیري کند و حساسیت نوسیسـپتورها بـه عوامـل درد زا را    

از طرفــی ملاتــونین بــه علــت اثــرات      .)9( کــاهش دهــد 

اکسیدانی و ضـدالتهابی ازجملـه داروهـاي کاندیـد جهـت      آنتی

کاهش آسیب نورونی و همچنین کاهش درد نوروپاتیک ناشـی  

شـده اسـت. تحقیقـات نشـان داده اسـت کـه       از دیابت مطـرح 

اکسـیدانی  هـاي آنتـی  مثبت بیان ژن آنـزیم ملاتونین با تنظیم 

و همچنین از طریـق مهـار    GSH-Px، کاتالاز و  SODازجمله؛ 

. )10( مسیرهاي التهابی بر درد نوروپاتیک دیابت اثرگذار اسـت 

علیرغم اثربخشی تمرین هوازي و ملاتونین بر بیمـاران دیـابتی   

تاکنون مطالعـات محـدودي اثـر     ،)12, 11, 9( با درد نوروپاتی

عنوان یـک مداخلـه   یق ملاتونین بهتعاملی تمرین هوازي و تزر

هاي سلولی درگیر در میلین سازي سیسـتم  درمانی بر پروتئین

هـاي  هاي رفتاري درد در مـوش عصبی محیطی و ارزیابی پاسخ

صحرایی با درد نوروپاتی دیابت صورت گرفته است. بنابراین در 

این تحقیق اثر شش هفته تمرین هوازي و ملاتـونین بـر بیـان    

آستانه درد در مدل تجربـی درد نوروپـاتی دیابـت    و  MBPژن 

     .موردبررسی قرار گرفت

  

  مواد و روشها

سر موش صحرایی نر نژاد ویسـتار   40تعداد ، تحقیق تجربیاین در 

گــرم از مرکــز تکثیــر  204±3/11هفتگــی بــا محــدوده وزنــی  8

شـاپور اهـواز   حیوانات آزمایشگاهی دانشگاه علـوم پزشـکی جنـدي   

هاي استاندارد پلی کربنـات  هاي چهارتایی در قفسوهتهیه و در گر

 12:12درجه سانتی گـراد تحـت چرخـه     22±2در شرایط دمایی 

روشنایی و با دسترسی آزاد به آب و غـذاي ویـژه    –ساعت تاریکی 

موش نگهداري شدند. بعد از گذشت یک هفته سازگاري با محـیط  

طـور  ها بـه موشکاري، آزمایشگاه، آشناسازي با نوار گردان و دست

نوروپـاتی دیابـت، نوروپـاتی دیابـت      )n=  8(تصادفی به پنج گـروه  

ملاتونین، نوروپـاتی دیابـت تمـرین، نوروپـاتی دیابـت ملاتـونین و       

تمرین و سالم کنترل تقسیم شدند. در پژوهش حاضر، کلیه اصـول  

اخلاقی کار با حیوانات توسط کمیته اخلاق دانشـگاه آزاد اسـلامی   

) مــورد IR.IAU.AHVAZ.REC.1401.146بــا کــد (واحــد اهــواز 

 تایید قرار گرفت.

سـاعت   12پس از اتمام پروتکل آشناسازي و متعاقب القاء دیابت: 

محرومیت از غـذا، القـاء دیابـت بـا تزریـق درون صـفاقی محلـول        

ــین  ,Strepotozocin(STZ) )Sigma, St. Louis استرپتوزوتوس

MOــافر ســیترات )؛ حــل ــا مــولا 05/0شــده در ب  5/4pH: 50ر ب

منظور ایجاد دیابـت نـوع   گرم به ازاي هر کیلوگرم وزن بدن بهمیلی

هـاي غیـر دیـابتی نیـز معـادل      به موش )14, 13(صورت گرفت. 1

صــورت درون بــه pH:5/4مــولار بــا  05/0حجمــی بــافر ســیترات 

ساعت پس از تزریق، با ایجاد یک جراحـت   48شد. صفاقی تزریق 

کوچک توسط لانست بر روي ورید دم، یک قطـره خـون بـر روي    

نوار گلوکومتري قـرار داده شـد و نـوار توسـط دسـتگاه گلوکـومتر       

)Glucotrend 2  هـاي  گیـري و مـوش  ، شرکت روشه آلمـان) انـدازه

گرم/دسـی لیتـر)،   (میلی 250ها بیشتر از صحرائی که قند خون آن

عنـوان دیـابتی در نظـر گرفتـه شـدند. بـراي اطمینـان از عـدم         به

بازگشت قند خون، در طول دوره برنامه تمرینـی هـر هفتـه و نیـز     

  .)15( گیري شدها اندازهپایان دوره، قند خون موش
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دو هفتـه پـس از القـاي دیابـت بـا تأییـد درد       تزریق ملاتونین: 

 ــ ــابتی، همــراه ب ا شــروع پروتکــل تمــرین هــوازي،  نوروپاتیــک دی

هاي نوروپاتی دیابت ملاتـونین، نوروپـاتی دیابـت ملاتـونین و     گروه

تمرین، جهت جلوگیري از ایجاد هـایپرآلژزي نوروپاتیـک دیـابتی،    

گـرم بـه ازاي هـر کیلـوگرم وزن بـدن)      میلـی  10ماده ملاتـونین ( 

طـور  شده در سالین حاوي اتـانول، بـه  صورت درون صفاقی، حلبه

  .)16( هفته تزریق گردید 6وزانه و به مدت ر

  هاي رفتاريآزمون

هـاي رفتـاري،   منظور سازگاري جهت آزمونپیش از القاء دیابت، به

حیوانات سه روز در معرض آزمایش (دو بار براي هـر آزمـون) قـرار    

هـاي رفتـاري درد   گرفتند. دو هفته پس از القـاي دیابـت، آزمـون   

عنوان شـاخص وقـوع شـرایط پـاتولوژیکی نوروپـاتی      نوروپاتیک به

هـا بـه   ي تأیید و میزان درد نوروپاتیک از تمـامی گـروه  دیابت و برا

مـدت تمـرین و   منظور بررسی اثرات طولانی. به)19- 17(عمل آمد

تزریق ملاتونین هر هفته و تا پایان پروتکل تمرین هوازي و تزریـق  

، بــراي هــاي رفتــاري درد نوروپاتیـک اجــرا شــد ملاتـونین آزمــون 

گـر نظیـر اثـرات ضـد دردي القـاء شـده       اجتناب از عوامل مداخله

صـبح   10تـا   7هاي رفتاري میـان سـاعت   توسط استرس آزمایش

  .)19( انجام شد

گیري تغییر آسـتانه درد حرارتـی   	براي اندازه هات پلیت: آزمون

(هایپرآلژزیاي حرارتی) از آزمـون هـات پلیـت اسـتفاده شـد. ایـن       

 )Macdonald( و مکدونالـد  )Woolfe( آزمون بر اساس روش والـف 

براي انجـام ایـن آزمـون، از دسـتگاه هـات       .)21, 20( انجام گرفت

سـاخت شـرکت بـرج صـنعت آزمـا کـه        9500- پلیت مدل ام اچ 

اي از متـر و محفظـه  سـانتی  19داراي یک صفحه فلـزي بـه قطـر    

متـر) اسـتفاده شـد.    سـانتی  25×25×30جنس پلکسـی گـلاس (  

سنج و ترموستات بود. شدت درجه گرمـایی  دستگاه مجهز به زمان

گـراد تنظـیم شـد. قبـل از     درجه سانتی 52±2 صفحه دستگاه در

دقیقـه بـر روي    2هـا بـه مـدت    انجام آزمون، براي آشنایی، مـوش 

صفحه دستگاه قرار گرفتند؛ سپس دستگاه روشـن شـد تـا دمـاي     

صفحه دستگاه به دماي موردنظر ثابت شود. حیوان بر روي صـفحه  

. سـنج دسـتگاه روشـن شـد    زمان با آن، زمـان داغ قرار گرفت و هم

زمانی که حیوان شروع به لیسیدن، بالا بردن و یا لرزیدن پـا کـرد،   

عنوان نقطه پایـانی و شـاخص احسـاس درد تلقـی شـد و فـوراً       به

زمـان  شـد. مـدت  سنج متوقف و حیوان از دستگاه خارج مـی زمان

و یـا   )Paw withdrawal latency( تأخیر در پـس کشـیدن پنجـه   

ن بـر روي صـفحه داغ تـا    فاصله زمانی شـروع قـرار گـرفتن حیـوا    

 5پیدایش پاسخ به درد توسط حیوان، در سه مرحلـه و بـه فاصـله    

گیـري شـد؛ و   	هاي مختلف برحسب ثانیـه انـدازه  ¬دقیقه در گروه

عنوان زمان تأخیر ثبت گردید. زمان عدم واکـنش  ها بهمیانگین آن

  ) در نظر گرفته شد.Cut of timeثانیه ( 30حیوان به صفحه داغ 

گیـري، حیـوان روي   منظور اندازه: بهلودینیاي مکانیکیآزمون آ

یک شبکۀ سیمی و داخل یک محفظـۀ پلکسـی گـلاس بـه ابعـاد      

متر قـرار گرفـت. جهـت عـادت کـردن      سانتی 30و ارتفاع  20×20

دقیقه قبل از آزمایش، درون محفظـه   30حیوانات به محیط جدید 

ظـور  منشفاف و روي صـفحۀ مشـبک قـرار گرفتنـد. در ادامـه بـه      

در  Von Freyسـنجش آلودینیـاي مکـانیکی، از تارهـاي مختلـف      

ــا  2محــدوده  ) (ســاخت 2، 4، 6، 8، 10، 15، 26، 60گــرم ( 60ت

ــه  (Stoelting Incشــرکت  جهــت ســنجش حساســیت پوســت ب

تحریکات تماسی استفاده شد. هر آزمـایش بـا تـار داراي کمتـرین     

تیـب از  شد و در صـورت عـدم ایجـاد پاسـخ، بـه تر     وزن شروع می

گردید. همچنـین چنانچـه دو بـار    تارهاي با وزن بالاتر استفاده می

گردیـد.  متوالی پاسخ (بلند کردن پا توسـط حیـوان) مشـاهده مـی    

 Paw withdrawal( عنوان آستانه پس کشیدن پنجههمان وزنه به

threshold(PWT)(  یافـت. در  شـد و آزمـون خاتمـه مـی    ثبت مـی

پاسـخ   60از تارها ازجمله تار شـماره   یکمقابل، اگر حیوان به هیچ

شـد. هـر   عنوان آستانۀ پاسخ در نظر گرفته میبه 60داد، عدد نمی

تناوب حداقل سه دقیقه تکرار شـد و میـانگین   آزمایش سه بار و به

  .)22( عنوان آستانۀ پس کشیدن پنجه منظور گردیدها بهآن

پـس از اطمینـان از حصـول نوروپـاتی      پروتکل تمرین هوازي:

هـوازي بـه مـدت     هاي صحرایی نر، پروتکل تمریندیابت در موش

شش هفته اجرا شد. در پژوهش حاضر پروتکل تمـرین هـوازي بـر    

و همکــاران  )Chang-Hun Chae( اســاس مطالعــه چانــگ هــوان

ــه 2011( ــدا ب ــت؛ ابت ــرایط ) انجــام گرف ــه ش ــور خــوگیري ب  منظ

روز در هفتـه بـه    5کـاري حیوانـات   آزمایشگاه، نوار گردان و دست

متـر بـر دقیقـه بـروي نـوار       10دقیقه و با سـرعت   15-  10مدت 

هاي ورزشی نوروپاتی دیابـت تمـرین،   گردان راه رفتند. سپس گروه

 5نوروپاتی دیابت ملاتونین و تمرین در معرض تمرین نوار گـردان،  

. سـرعت و  )23( فتـه قـرار گرفتنـد   ه 6جلسه در هفته و به مـدت  

 10یافـت و از  تـدریج افـزایش   نوار گردان هر هفته به مدت تمرین

متـر در دقیقـه    10دقیقه در هفته اول،  10متر در دقیقه به مدت 

 20متـر در دقیقـه بـراي     15تا  14دقیقه در هفته دوم،  20براي 

دقیقـه در   30متر در دقیقه بـراي   15تا  14دقیقه در هفته سوم، 

دقیقـه در هفتـه    30ه بـراي متر در دقیق ـ 18تا  17هفته چهارم و 

هــاي پــنجم و ششــم افــزایش یافــت. جهــت رســیدن ســازگاري 

آمده به حالـت یکنواخـت، تمـامی متغیرهـاي تمرینـی در      دستبه

تمـام جلسـات    .داشـته شـد  هفته پایانی (هفته ششـم) ثابـت نگـه   

 18- 16تمرینی در پایان سـیکل خـواب حیوانـات و بـین سـاعت      

  عصر برگزار شد.
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در پایـان شـش هفتـه     گیـري: و روش انـدازه استخراج نمونه 

هـا  ساعت پس از آخرین جلسه تمـرین، مـوش   48برنامه تمرینی، 

گـرم  میلـی  90ي تزریق درون صفاقی ترکیبی از کتامین (وسیلهبه

گـرم بـه ازاي هـر    میلـی  10به ازاي هر کیلوگرم وزن) و زایلازین (

ــی  ــوگرم وزن) ب ــاي    کیل ــی متغیره ــراي بررس ــدند. ب ــوش ش ه

ــدرد    بیو ــابق روش گل ــتریل و مط ــرایط اس ــت ش ــیمیایی، تح  ش

)Gelderd (و چــوپین )Chopin(  1977ســال)ســریعاً قطعــه  ،)24

کـه سـگمنت    L6تـا   L4نخاعی حاوي بخش خلفی نخاع از سطح 

هـاي نـر نـژاد ویسـتار در ناحیـه      هاي نخـاعی مربوطـه، در مـوش   

سـتون فقـرات اسـت، ابتـدا ناحیـه مـوردنظر        T13-L1هـاي  مهره

ون مشخص گشت و با برش در پائین تـرین بخـش ممکـن از سـت    

فقرات جدا شد. سپس ستون فقرات با اسـتفاده از کانـال مرکـزي    

عنوان شاخص، به بخش قدامی و خلفـی تفکیـک شـد و بخـش     به

 - 80عنـوان نمونـه، در نیتـروژن    خلفی نخاع در ناحیه مربوطه را به

هـاي  ها تـا زمـان انجـام آزمـایش    گراد منجمد و نمونهدرجه سانتی

  گراد نگهداري شدند.درجه سانتی - 80ملکولی در فریزر 

گـرم از بافـت   میلـی  50: حـدود  )Real Time-PCR( ریل تـایم 

بـا اسـتفاده از    10بـه   1کل به نسبت  RNAنخاع جهت استخراج 

منظـور برداشـتن   هموژن گردید. به QIAzol Lysis Reagentکیت 

 10گـراد، بـه مـدت    سـانتی  4 اجزاي پروتئینی محصول در دمـاي 

 5/0بـه   1انتریفیوژ شد. سپس به نسبت س g12000دقیقه، با دور 

شـدت تکـان داده   ثانیه بـه  15با محلول کروفرم مخلوط و به مدت 

دقیقه، بـا   15گراد، به مدت درجه سانتی 4شد. محصول در دماي 

سانتریفیوژ و بخش معدنی و آبی از هم جدا شـدند.   g12000دور 

برداشته و با نسبت یـک بـه نـیم بـا محلـول       RNAبخش محتوي 

ایزوپروپانول مخلوط و بـه مـدت ده دقیقـه در دمـاي اتـاق رهـا و       

دقیقـه، بـا دور    10گراد، بـه مـدت   درجه سانتی 4سپس در دماي 

g12000 .سانتریفیوژ شدPellet   حـاويRNA    در محلـول اتـانول

 RNAحل گردید. غلظـت   RNase-freeآب  Lµ 20شستشو و در 

) و Eppendorf - Germanyموردسنجش واقع شد طبـق شـرکت (  

عنـوان تلخـیص مطلـوب    بـه  2تا  8/1بین  280به  260به نسبت 

 Oligo dtاي از پرایمـر ( رشـته تـک  cDNAتعریف گردیـد. سـنتز   

MWG-Biotech, Germanyــخه ــزیم نس ــوس ) و آن ــرداري معک ب

)Fermentas     و بر اساس پروتکل مربوطـه انجـام شـد. از تکنیـک (

RT-qPCR جهت تأیید بیان ژن MBP کمـی اسـتفاده    صـورت به

 PCR master mixبـا اسـتفاده از دسـتگاه (    PCRشد، هر واکنش 

Applied Biosystems و (SYBR Green   در دسـتگاهABI Step 

One (Applied Biosystems, Sequence Detection Systems. 

Foster City, CA)    .40طبق پروتکل شرکت سازنده انجـام گرفـت 

در نظـر گرفتـه شـد و     Real-Time PCRسیکل براي هـر چرخـه   

ثانیـه،   20گـراد بـراي   درجـه سـانتی   94دماهاي هر سیکل شامل 

گـراد  درجـه سـانتی   72ثانیه و  30گراد براي درجه سانتی 58- 60

عنـوان ژن  به GAPDHثانیه تنظیم شدند. ضمن اینکه از  30براي 

هـاي موردبررسـی در ایـن    کنترل استفاده گردید. نسبت بیـان ژن 

 Thereshold( اي چرخــه آســتانه وش مقایســهمطالعــه، بــا ر 

Cycle(CT)(      مورد ارزیابی قرار گرفتنـد. بـا اسـتفاده از قـرار دادن

میزان بیان ژن هدف بـا ژن   ها در فرمول داده

عنـوان کـالیبراتور   هاي گروه سالم بـه مرجع نرمالیز شده و بیان ژن

 1در جـدول   در نظر گرفته شد. مشخصات پرایمرهاي سنتز شـده 

  ذکر شده است.

  هاتحلیل داده

اسـمیرنوف   - ها از آزمون کلوموگروفجهت تعیین نرمال بودن داده

هـا از  دار بودن اختلاف بـین گـروه  استفاده شد. براي بررسی معنی

داري، جهـت تعیـین   طرفه و در صورت معنـی تحلیل واریانس یک

کی استفاده هاي دوگروهی از آزمون تعقیبی توتفاوت بین میانگین

در سـطح   SPSS-22افـزار  هـا بـا اسـتفاده از نـرم    شد. تحلیـل داده 

  .   ) انجام شد>05/0P( 5/0داري معنی

  

  هایافته

داري با یاختلاف معن هاگروهنتایج نشان داد که وزن اولیه 

ي پایانی هادر هفته)، اما P=328/0(یکدیگر نداشت 

  ي هاگروههاي پژوهش، میانگین تغییرات وزن موش

 هاي مورد استفاده در پژوهشمشخصات توالی پرایمر هاي ژن. 1جدول 

  شماره نام ژن
(Accession)  

 توالی رفت
(Forward)  

 توالی معکوس
(Reverse)  

 طول قطعه محصول

 پروتئین پایه میلین
(MBP) 

XM_039096571.1 5′- GGACACCTCCCCATCCCTCT-3′ 
 55/62: (Tm)دماي ذوب

  GC :(00/65محتواي(

5′- TGCGTTTCTCTTACCCCCACA-3′ 
 65/61: (Tm)دماي ذوب

  GC :(38/52محتواي(

231  

 ژن کنترل
(GAPDH)  

NM_017008.4 : 5′-GACATGCCGCCTGGAGAAAC-3′ 
 65/61: (Tm)دماي ذوب

  GC :(00/60محتواي(

: 5′-AGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3′  
 92/60: (Tm)دماي ذوب

  GC:(00/55محتواي(

92  
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داري معنی صورتبهنوروپاتی دیابت نسبت به گروه کنترل سالم 

). همچنین، میانگین تغییرات وزن P=001/0بود (کمتر 

هاي نوروپاتی دیابت ملاتونین، نوروپاتی دیابت تمرین و گروه

نوروپاتی دیابت ملاتونین و تمرین نسبت به گروه نوروپاتی 

زایش یافت، اما این دیابت اگرچه پس از شش هفته تمرین اف

  ).2) (جدول P=063/0(نبود دار معنیافزایش 

در داري معنی صورتبهپس از القاء دیابت، سطوح گلوکز خون 

و این  )P=001/0( ي نوروپاتی دیابت افزایش یافتهاگروه

اختلاف تا پایان دوره پژوهش در مقایسه با گروه کنترل سالم 

چنین، در پایان برنامه )، همP=001/0بود (دار یمعنهمچنان 

تمرینی و مکمل دهی، غلظت گلوکز خون گروه نوروپاتی دیابت 

نوروپاتی دیابت تمرین و نوروپاتی دیابت ملاتونین و  ملاتونین،

 داريمعنی صورتبهتمرین نسبت به گروه نوروپاتی دیابت 

  ).2) (جدول P=001/0بود (تر یینپا

  

  

 هاي مختلفهاي گروهمیانگین و انحراف معیار وزن بدن و سطح گلوکز خون در موش .2جدول 

 هاگروه متغیر 

 نوروپاتی دیابت

)8  =n( 

 نوروپاتی دیابت ملاتونین

)8  =n(  

  نوروپاتی دیابت تمرین

)8 =n(  

 وپاتی دیابت ملاتونین و تمریننور

)8  =n(  

  کنترل سالم

)8 =n(  

م)
گر

) 
ن

وز
 

  8/206±4/11  8/198±1/9  6/210±6/9 6/204±5/11 4/205±1/13  القا دیابت

  6/214±1/11  5/194±5/13 3/203±7/8  1/196±2/12  0/198±2/10  هفته دوم

  3/229±1/9  4/184±3/7  4/187±9/6  6/185±1/12  5/185±4/10  هفته چهارم

  8/242±1/8  0/168±9/7*  0/186±4/6*  5/188±3/11*  1/160±1/8*  هفته ششم

  5/258±8/9  8/201±9/10*  4/210±8/9*  4/206±7/10*  0/141±4/7*  هفته هشتم

ن 
خو

ز 
وک

گل ی
یل

(م
ر)

یت
ی ل

س
/د

رم
گ

  

  8/106±8/13  5/454±8/110* 1/495±6/71* 9/463±2/94*  9/421±1/113*  القا دیابت

  1/108±8/13  3/529±1/83 4/522±9/57  6/523±1/75  4/465±1/81  هفته دوم

  1/102±1/14  5/495±9/94  4/522±8/34  5/519±3/67  9/515±3/61  هفته چهارم

  6/101±3/13  6/403±5/56  5/434±1/55  4/469±3/61  4/563±0/41  هفته ششم

  3/104±7/17  9/367±9/73†  3/355±8/60†  9/430±2/89†  9/601±1/24†  هفته هشتم

دار با گروه نوروپاتی دیابتی اختلاف معنی †). P<0.05دار با گروه سالم کنترل (* اختلاف معنی باشند.میانگین می ±صورت انحراف استاندارد کلیه مقادیر جدول به

)P<0.05.(  

  
دار با گروه سالم کنترل هاي مختلف * اختلاف معنییاي حرارتی گروهتغییرات زمان تأخیر در پس کشیدن پنجه در آزمون هایپرآلژز. 1نمودار 

)05/0<P( .† دار با گروه نوروپاتی دیابتیاختلاف معنی )05/0<P(.  
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پنجه در آزمون هات  نکشید پس در یرزمان تأخمدتمیانگین 

هاي نوروپاتی دیابت پلیت دو هفته پس از القاء دیابت در گروه

بود داري کمتر معنی طوربههاي سالم نسبت به گروه

)001/0=P ي پایانی اجراي پروتکل تمرین هاهفته). همچنین در

یر در پس تأخ زمانمدتهوازي و مکمل ملاتونین، میانگین 

در گروه نوروپاتی  حرارتی یپرآلژزیايها کشیدن پنجه در آزمون

دیابت ملاتونین، نوروپاتی دیابت تمرین و نوروپاتی ملاتونین و 

داري بیشتر معنی طوربهتمرین نسبت به گروه نوروپاتی دیابت 

  ).1) (نمودار P=001/0بود (

 پس دو هفته بعد از القاء دیابت، میانگین تغییرات آستانه

هاي مکانیکی در گروه نیايآلودی آزمون در پنجه کشیدن

داري معنی طوربههاي سالم نوروپاتی دیابت نسبت به گروه

ي پایانی اجراي هاهفته). از طرفی در P=005/0بود (کمتر 

مکانیکی در  آلودینیاي آزمون تغییرات پروتکل، میانگین

ي نوروپاتی دیابت ملاتونین، نوروپاتی دیابت تمرین هاگروه

داري نسبت به یمعنن و تمرین افزایش و نوروپاتی ملاتونی

  ).2) (نمودار P=026/0داشتند (گروه نوروپاتی دیابت 

 دیابت القاء که شد مشخص ها،گروه میانگین به توجه با

ي هاموش MBPدر میزان بیان ژن دار معنی موجب کاهش

شد  گروه سالم کنترل با مقایسه نوروپاتی دیابت در

)001/0=P .(ان ژن همچنین میزان بیMBP  ي هاگروهدر

نوروپاتی دیابت ملاتونین، نوروپاتی تمرین و نوروپاتی دیابت 

داري نسبت به گروه نوروپاتی معنا طوربهملاتونین و تمرین 

  . )3نمودار () P=001/0بود (دیابتی بالاتر 

٠
۵

١٠
١۵
٢٠
٢۵
٣٠
٣۵
۴٠
۴۵
۵٠

تزریق  

STZ

1 2 3 4 5 6 7 جه8
پن

ن 
د

شی
ک

س 
ه پ

تان
آس

)
م

گر
(

)هفته(زمان بعد از القاء دیابت

نوروپاتی دیابت نوروپاتی دیابت ملاتونین

نوروپاتی دیابت تمرین نوروپاتی دیابت ملاتونین و تمرین

*
*

†

 
 †). (P<0.05ا گروه سالم کنترل دار بهاي مختلف * اختلاف معنیتغییرات آستانه پس کشیدن پنجه در آزمون آلودینیاي مکانیکی گروه. 2نمودار 

  .)P>05/0(دار با گروه نوروپاتی دیابتی اختلاف معنی

  
اختلاف  †). (P<0.05دار با گروه سالم کنترل هاي مختلف * اختلاف معنیدر بخش خلفی نخاع گروه MBPمیزان بیان ژن . 3نمودار 

 .)P>05/0( دار با گروه نوروپاتی دیابتیمعنی
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  بحث

زا بر در پژوهش حاضر اثر تمرین هوازي و مصرف ملاتونین برون

هاي مبتلابه درد نوروپاتی دیابت ر موشد MBPمیزان بیان ژن 

هاي رفتاري درد نوروپاتی، و همچنین آستانه پاسخ به آزمون

هاي هایپرآلژزیا حرارتی (حساسیت سیستم عصبی به محرك

دردناك) و آلودینیاي مکانیکی (حساسیت سیستم عصبی به 

هاي هاي بدون درد) موردبررسی قرار گرفت. یافتهمحرك

که پس از القاء دیابت و اثبات درد نوروپاتی  پژوهش نشان داد

دیابت ناشی از تزریق استرپتوزوسین، تمرین هوازي به همراه 

در بخش خلفی نخاع و  MBPمصرف ملاتونین، میزان بیان ژن 

هاي هاي رفتاري درد نوروپاتی در گروهآستانه پاسخ به آزمون

نوروپاتی دیابت تمرین، نوروپاتی دیابت ملاتونین و نوروپاتی 

دیابت تمرین و ملاتونین در مقایسه با گروه نوروپاتی دیابت 

اند که یافته بود. مطالعات نشان دادهداري افزایشطور معنیبه

اي شوان در پاتوفیزیولوژي نوروپاتی محیطی دیابت نقش هسلول

هاي جنبه هاي شوان بسیاري ازسلول .)25( مهمی دارند

که اختلال در طوريکنند، بهعملکرد آکسون را تنظیم می

هاي ها توسط دیابت منجر به تجمع واسطهمتابولیسم آن

شود و تولید فاکتورهاي حمایتی عصبی را به نوروتوکسیک می

اندازد و به دژنراسیون آکسون، اختلال عملکرد خطر می

هاي سلول )27, 26(کنند.اندوتلیال و نوروپاتی دیابتی کمک می

شوان براي متابولیسم گلوکز اضافی سازگار نیستند، در 

عنوان تنها محل مسیر پلیول و منبع هیپرگلیسمی به

هستند. استرس  Glucose neurotoxicity گلوکوتوکسیسیته

 مدت، طیف متنوعی ازمزمن ناشی از هیپرگلیسمی طولانی

هایی که نقش مهمی در مسیرهاي سیگنالینگ که در بیان ژن

فعال شدن مسیرهاي التهابی، استرس اکسیداتیو، اختلال 

هاي عملکرد میتوکندري و اختلال در حمایت تروفیک در  سلول

دهد که تنظیم کند. شواهد نشان میشوان  رادارند فعال می

منجر به هاي شوان رسان در سلولمثبت این مسیرهاي پیام

اختلال در غلاف میلین شده که به نوروپاتی محیطی دیابتی 

ت زیادي تغییرات مورفولوژیکی تحقیقا .)28, 27( کندکمک می

 انددادههاي شوان را در نوروپاتی دیابتی انسان نشان سلول

تجربی نوروپاتی دیابت، کاهش   هاي، در بسیاري از مدل)28(

اي مشتق از هاي مرتبط با میلین و عوامل تغذیهبیان پروتئین

را  Schwann cell-derived trophic factorsسلول شوان 

هاي اختلال عملکرد سلول شوان در نظر عنوان شاخصبه

هاي مهم در اجزاي اصلی غلاف یکی از پروتئین .)5( گیرندمی

است که ارزیابی این پروتئین در بافت و سرم را  MBPمیلین، 

ن عنوان شاخصی براي سنجش میزان آسیب به بافت میلیبه

بر این اساس ما بیان   .)4( اندسیستم عصبی در نظر گرفته

MBP هاي القاء شده با را در بافت نخاع موشSTZ  را ارزیابی

هاي این پژوهش نشان داد که بیان کردیم، نتایج حاصل از داده

هاي با درد نوروپاتی دیابتی کاهش این پروتئین در موش

این داري داشته است. تحقیقات متعددي کاهش سطوح معنی

هاي تجربی و انسانی در نوروپاتی محیطی پروتئین را در مدل

هاي بهبود آسیب یکی از مکانیسم .)5( انددیابت نشان داده

ا توجه به نقش مهم عصب محیطی ساخت مجدد میلین است. ب

در حفظ ساختمان صحیح میلین در سیستم  MBPپروتئین 

اکسیدانی بر عصبی محیطی و اثرگذاري عوامل ضدالتهابی و آنتی

هاي شوان تولیدکننده این پروتئین، در این تحقیق فرض سلول

ناشی از  MBP بر این بود که آیا این تغییرات در پروتئین

مان تمرین هوازي و ملاتونین هیپرگلیسمی، ممکن است با در

هاي مطالعه خنثی شود و بیان این پروتئین افزایش یابد.  یافته

حاضر این موضوع را مورد تائید قرارداد و نشان داد که تمرین 

تنهایی و همراه باهم قادر به مقابله با هوازي و ملاتونین به

 هاي رفتاري دردکاهش این پروتئین شده است. از طرفی، آزمون

نوروپاتیک(هایپرآلژزیا حرارتی و آلودینیاي مکانیکی) که تائید 

کننده افزایش تخریب پیشروند غلاف میلین و آکسون ها و 

حساسیت نوسیسپتورها به عوامل دردزا و غیر دردزا است در 

رسد ها بهبودیافته بود. بنابراین به نظر میپاسخ به این محرك

ا از طریق افزایش میزان بیان زکه تمرین هوازي و ملاتونین برون

، پتانسیل درمانی مؤثر در مقابل درد نوروپاتی ناشی از MBPژن 

هاي گذشته، چندین مکانیسم مانند دیابت باشد. در طی پژوهش

بهبود آنژیوژنز، کاهش آپوپتوز، افزایش بیان نروتروفین ها، مهار 

سایتوکین هاي التهابی براي توضیح اثرات محافظتی سیستم 

 .)29-31( هاي هوازي پیشنهادشده استبی توسط تمرینعص

دهد ملاتونین هورمونی است همچنین شواهد موجود نشان می

هاي بیولوژیکی آن، القاء کننده خواب، ترین فعالیتکه مهم

کننده طیف وسیعی از اکسیدان قوي، حذفآنالژزي، آنتی

اي آزاد، داراي اثرات ضدالتهابی، پیشگیري از آسیب هرادیکال

تحقیقات نشان  )10(میتوکندري و آپوپتوز در بدن می باشد.

هاي ملاتونین با تنظیم مثبت بیان ژن آنزیم اند کهداده

و همچنین از  GSH-Px، کاتالاز و SOD ازجمله ،اکسیدانیآنتی

طریق مهار مسیرهاي التهابی بر درد نوروپاتیک دیابت اثرگذار 

بنابراین این احتمال وجود دارد که فعالیت هوازي و  .)32( است

، NRF2واسطه فعال کردن فاکتور رونویسی زا بهملاتونین برون

اکسیدانی، کاهش سطح استرس هاي آنتیتولید پروتئین

هاي شوان، افزایش انواع فاکتورهاي اکسیداتیو در سلول
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نوروتروفیک مربوط به باسازي اعصاب، کاهش نشانگرهاي 

آپوپتوزي در اعصاب محیطی، ترمیم غشاهاي میتوکندري هاي 

هاي عصبی، بهبود آنژیوژنز و کاهش دیده در سلولآسیب

هیپوکسی نورونی منجر به فعال کردن مسیرهاي سیگنالینگ 

هاي میلین شوان و افزایش بیان پروتئینهاي رشد و تمایز سلول

شده و باعث  تقویت میلیناسیون و افزایش قطر  BMPساز 

شود و از تخریب پیشروند نورون هاي حسی ناشی از آکسون می

دیابت جلوگیري کرده و حساسیت نوسیسپتورها به عوامل درد 

گیري سایر حال، عدم اندازهزا را کاهش داده است. بااین

 Myelin proteolipidمانند هاي سازندة میلین پروتئین

protein(PLP)،Myelin oligodendrocyte 

glycoprotein(MOG)  وMyelin Associated 

Glycoprotein(MAG)  که درنتیجه نوروپاتی محیطی دیابت

عنوان یک در پژوهش حاضر به )33(شوندتنظیم منفی می

کند. محدودیت از بحث دقیق در این زمینه جلوگیري می

جاي هاي آتی، بهشود در پژوهشبنابراین پیشنهاد می

و همچنین  BMPگیري بیان ژن، سطوح پروتئین اندازه

عنوان عوامل ترس اکسیداتیو بههاي التهابی و اسشاخص

تر ها براي دستیابی به شرایط قطعیکنندة این پروتئینتنظیم

 موردبررسی قرار دهند.

پژوهش حاضر نشان داد که القاء دیابت ناشی از استرپتوزوسین 

در بخش حسی نخاع شده و  BMPباعث کاهش میزان بیان ژن 

رد شد. هاي داین عامل منجر به افزایش حساسیت گیرنده

حال شش هفته تمرین هوازي به همراه تزریق ملاتونین بااین

توانسته است این پروتئین را تنظیم مثبت و حساسیت سیستم 

هاي دردناك را کاهش دهد. لذا پیشنهاد عصبی به محرك

شدت کیفیت شود با توجه به اینکه درد نوروپاتیک دیابت بهمی

جه به عدم کارایی قطعی کند و نیز با توزندگی فرد را مختل می

هاي فارماکولوژي معمول که داراي عوارض جانبی زیادي روش

باشند، تغییر سبک زندگی روزانه به شکل فعالیت منظم می

عنوان یک هدف هوازي و مصرف ملاتونین ممکن است به

   .درمانی در بیماران درد نوروپاتی دیابت موردتوجه قرار گیرد

  

  تقدیر و تشکر

نامه دورة کارشناسـی ارشـد رشـته    مستخرج از پایاناین مقاله 

ــه ورزشــی   ــوژي ورزشــی گــرایش تغذی ــه  اســت.فیزیول از کلی

کارشناسان محترم آزمایشگاه و اساتید گروه فیزیولوژي ورزشی 

در شـود.  دانشگاه آزاد اسلامی واحد اهواز تشکر و قدردانی مـی 

  .شده استهاي این طرح شخصی تأمینضمن کلیه هزینه
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