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Objective Some previous studies have shown the protective effect of caffeine on apoptosis through the 
regulation of pro- and anti-apoptotic proteins. The aim of this study was to investigate the effects of 
chronic caffeine administration on the expression ratio of B-cell lymphoma protein 2 (Bcl-2) and Bcl-
2-Associated X-protein (Bax) proteins in the cardiac tissue of rats with Type 2 Diabetes.
Methods In this experimental study, samples were 24 male white wistar rats (aged 2-3 months with a 
weight of 250-300 g) randomly divided into three groups: Healthy control (n=8), untreated diabetic (n=8), 
and diabetic with caffeine supplement (n=8; 70 mg/kg-1 for 8 weeks, 5 days a week). The expression of 
proteins associated with apoptotic signaling pathway (Bax and Bcl-2) in the cardiac muscle (left ventricu-
lar) was measured by Western blot method. One-Way Variance (ANOVA), t-test, and Tukey’s post hoc test 
were used for data analysis.
Results Induction of type two diabetes significantly increased the expression of Bax protein (1.81±0.2) and de-
creased the expression of Bcl-2 protein (0.36±0.05) compared to control group (P=0.001). However, caffeine 
administration increased the expression of Bax protein (131%) compared to diabetic control group (P=0.001). 
Therefore, caffeine administration after diabetes induction elevated the  Bax/Bcl-2 ratio (P=0.001).
Conclusion Eight weeks of caffeine administration have an exacerbating effect on the apoptotic cell death 
caused by type 2 diabetes by increasing pro-apoptotic proteins and reducing anti-apoptotic proteins.
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Extended Abstract

1. Introduction

he prevalence of type 2 Diabetes (T2D) 
is a major public health problem that 
is becoming a global epidemic. T2D is 
mainly associated with atherosclerosis, 

hypertension, hyperlipidemia, obesity and inactivity. All 
of these risk factors for diabetes lead to the development 

T
of cardiovascular disease and subsequently to diabetic 
cardiomyopathy, which is associated with impaired mi-
tochondrial function. Meanwhile, cardiac dysfunction 
has been shown to cause apoptosis by increasing the 
activity of the cell death machine, which is measured 
by the negative regulation of anti-diabetic proteins (such 
as Bcl-2) and overexpression of pre-apoptotic proteins 
(such as Bax and Cas-3). However, some evidence sug-
gests that apoptotic processes may be affected by some 
pharmacological interventions.
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Several epidemiological and experimental studies have 
reported that caffeine may have the ability to suppress 
cell proliferation and induce apoptotis by regulating mul-
tiple signaling pathways including PTEN, PI3k / Akt, 
p53, and mTOR. For example, Liu et al. (2017) found 
that treatment with caffeine increased the activity of cas-
pase-3 and caspase-9 proteins and increased the expres-
sion of cytochrome-c levels in cancer cells. Rahimi et al. 
(2018) reported that caffeine consumption decreases the 
expression of serum Bax level and increases the expres-
sion of Bcl-2 protein level following resistance training. 
Therefore, due to limited and contradictory findings, the 
present study aims to examine the effect of two months 
of caffeine administration on the expression of two pro-
teins of the mitochondrial apoptotic pathway, Bax and 
Bcl-2, and their ratio (Bax/Bcl-2) in myocardial tissue of 
male Wistar rats following diabetes induction.

2. Materials and Methods  

This is an experimental clinical study conducted on 
Male Wistar rats aged 10-12 weeks purchased based on 
a convenience sampling method and placed in separate 
cages under standard laboratory conditions. After a two-
week of adaptation, a high-fat diet (45% fat, 21% protein, 
and 34% carbohydrate) was given for two weeks to T2D 
and then 35 mg/kg-1 streptozotocin solution was admin-
istered intraperitoneally to ensure diabetic induction. Af-
terwards, rats were randomly assigned to three groups 
of 10 based on their blood glucose; Healthy control (C), 
diabetic control (D) and treated diabetic (D+CA). Caf-
feine was given to the experimental group in the form 
of pure dry powder for 5 days a week according to the 
body weight of rats (14 mg of caffeine per 200 g of body 
weight) and by intraperitoneal injection [4]. All rats were 
anesthetized and underwent operation painlessly by in-
traperitoneal injection of ketamine/xylazine solution 48 
hours after the last supplementation session and after 12 
to 14 hours of fasting. Then, a part of the apex of left ven-
tricular (tip of the cone) in rats was carefully removed 
and after washing with normal saline, it was frozen in 
liquid nitrogen (-196°C) and kept in the freezer at -70°C. 
Then, Western blot method was used to evaluate the ex-
pression of Bax and Bcl-2 proteins. The band densities 
were measured by ImageJ software and the density of 
the target protein bands were normalized against a beta-
actin loading control. Finally, the results were presented 
as relative density (relative to the control group) [12]. 
Data were analyzed using Shapiro-Wilk test, one-way 
ANOVA, and Tukey’s post hoc test in SPSS V. 22 soft-
ware, considering a significance level of P<0.05.

3. Results

The results showed a significant increase in the ex-
pression of pre-apoptotic proteins (Bax) in group D by 
94% and in group D+CA by 106% compared to group 
C (P =0.001). On the other hand, the expression of Bcl-2 
protein was lower in group D+CA by about 64% than 
in group C (P=0.001). Thus, treatment by caffeine in-
creased the Bax / Bcl-2 ratio.

4. Conclusion

Induction of T2D in rats caused a significant decrease in 
Bcl-2 expression (anti-apoptotic protein) and an increase 
in Bax expression (pre-apoptotic protein), resulting in a 
significant increase in apoptosis and an increase in Bax / 
Bcl-2 ratio. However, caffeine supplementation for two 
months increased the activity of the apoptotic cascade by 
increasing the Bax expression and decreasing the Bcl-2 
expression. Consistent with these results, Hanyang Liu et 
al. (2017) and Gan Wang et al. (2015) also concluded that 
the presence of caffeine increases apoptosis by increas-
ing pre-apoptotic proteins and decreasing anti-apoptotic 
proteins in pathological conditions [13, 14]. Researchers 
believe that the molecular mechanism by which caffeine 
stimulates the signaling of apoptotic pathways is the in-
activation of the PI3K/Akt/mTOR cell survival signaling 
pathways and the activation of pathways involved in cell 
death such as p21-activated kinase (PAK2) and c-Jun N-
terminal kinases (JNK)  [15, 16]. 

Apparently, the effects of caffeine on target cells are at 
least partly due to the condition of the target tissue and ther-
apeutic amounts. Jaffari et al. (2004) and Sinha et al. (2014) 
stated that caffeine induces apoptotic and autophagic cell 
death pathways in equal amounts and above 50 μmol/L, 
respectively, as reported in the present study [17, 18].
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و  پیش آپوپتوزی  پروتئین های  تنظیم  طریق  از  القا شده،  آپوپتوز  علیه  کافئین  محافظتی  اثرات  نشان دهنده  گذشته  مطالعات  برخی  مقدمه 
میوکارد  بافت  در   Bcl-2 و   Bax پروتئین های  بین  تعامل  بر  کافئین  مزمن  تجویز  آثار  بررسی  حاضر،  پژوهش  هدف  لذا،  هستند.  ضدآپوپتوزی 

موش های مبتلا به دیابت نوع 2 بود.

 ،)C( سالم  کنترل  سری  هشت  گروه  سه  در  تصادفی  طور  به  ویستار  بالغ  نر  صحرایی  موش  سر   24 نیمه تجربی،  طرحی  در  روش ها  و  مواد 
 )D+CA( هفته  هشت  مدت  به  هفته  روز  پنج  در  کیلوگرم  بر  میلی گرم   70 میزان  به  کافئین  دریافت کننده  دیابتی  و   )D( دیابتی  کنترل 

مبتنی  روش  با  چپ(  )بطن  قلبی  عضله  میوکارد  در   )Bcl-2 و   Bax( آپوپتوتیک  پیام رسانی  مسیر  با  مرتبط  پروتئین های  بیان  شدند.  تقسیم 

بر روش وسترن بلات بررسی شد. آنالیز نتایج توسط آزمون تحلیل واریانس یک طرفه )ANOVA( و آزمون تعقیبی توکی صورت گرفت.

شد  سالم  کنترل  گروه  به  نسبت   Bcl-2 پروتئین  بیان  کاهش  و   Bax پروتئین  بیان  افزایش  موجب   2 نوع  دیابت  به  ابتلا  یافته ها 
کنترل  گروه  با  مقایسه  در  درصد(   131(  Bax آپوپتوزی  پروتئین   بیان  افزایش  باعث  کافئین  تجویز  که  حالی  در   ،)P=0/001(

.)P=0/001( مشاهده شد Bax/Bcl-2 بنابراین افرایش قابل توجهی در نسبت .)P=0/001( دیابتی شد

در  افزایش  واسطه  به   2 نوع  دیابت  از  ناشی  آپوپتوتیک  سلولی  مرگ  بر  تشدید کننده  اثرات  دارای  کافئین  تجویز  هفته  هشت  نتیجه گیری 
پروتئین های پیش آپوپتوزی و کاهش در پروتئین ضدآپوپتوزی است.

کلیدواژه ها: 
کافئین، آپوپتوز، دیابت 

نوع 2، میوکاردیوم

اطلاعات مقاله:
تاریخ دریافت: 18 فروردین 1399
تاریخ پذیرش: 22 شهریور 1399

تاریخ انتشار: 10 مهر 1399

مقدمه

دو  دارای  آلكالوئيدی  1،3،7-تری متیل گزانتین،  یا  كافئين 

یک  عنوان  به  و  است  ایمیدازول  و  دیون  پیریمیدین  اتصالی  حلقه 

اقشار  روزانه  غذایی  رژیم  در  منظم  طور  به  زنوبیوتیکی  سوبسترای 

 .]1[ می گیرد  قرار  گوناگون  استفاده های  مورد  جامعه  مختلف 

گسترده ای  دامنه  دارای  کافئین  که  است  شده  داده  نشان  به خوبی 

حال،  این  با  است.  فارماکولوژیک  و  فیزیولوژیک  ویژگی های  از 

یک  همچون  می تواند  پاتولوژیک  شرایط  با  مواجهه  در  کافئین 

فعال  کننده  طرفی،  از  که  صورت  این  به  کند؛  عمل  دولبه  تیغ 

از  و  بوده  سلولی  محافظت کنندگی  و  بقا  پیام رسانی  مسیرهای 

این   .]2، 3[ است  سلولی  مرگ  مسیرهای  القا کننده  دیگر  سویی 

بافتی  عملکرد  بر  است  ممکن  کافئین  که  می شود  پیشنهاد  چنین 

 .]4[ باشد  سلولی  مرگ  ـ  زندگی  چرخه  تعدیل کننده  و  گذاشته  اثر 

 ]5[ همکاران  و  ناکاسو  مطالعات  یافته های  مفهوم،  این  راستای  در 

کافئین  حفاظتی  اثرات  نشان دهنده  ترتیب  به   ]6[ لو  و  وانگ  و 

نورونی  سلول های  در  آپوپتوتیک  سلولی  مرگ  از  جلوگیری  بر 

در   UV اشعه  تابش  معرض  در  قرارگیری  و  پارکینسونی  مُدل 

و  لیو  پژوهش  نتایج  که  حالی  در  هستند.  اپیتلیالی  سلول های 

توانایی  علت  به  کافئین  ضدسرطانی  پتانسیل  از  حاکی  همکاران 

کاهش  طریق  از  آپوپتوز  القا کننده  و  سلولی  تکثیر  سرکوب  در  آن 

در   Bax پروتئین  بیان  در  افزایش  و   Bcl-2 پروتئین  بیان  در 

اظهار  همکاران  و  لیو  همچنین   .]7[ است  انسانی  معده  سلول های 

حضور  در  انسان  معده  سرطانی  سلول های  انکوباسیون  که  داشتند 

از   9 و  کاسپاز-3  آپوپتوزی  پروتئین های  فعال سازی  باعث  کافئین 

تنسین  فسفاتاز  هومولوگ  شامل  آنکوژنیک  مسیر  چندین  طریق 

)p53 ،PI3-k/Akt ،)PTEN و mTOR می شود ]7[.

کمک  به  که  است  برگشت پذیر  و  فیزیولوژیک  فرایندی  آپوپتوز، 

1. گروه فیزیولوژی ورزشی، دانشکده تربیت بدنی و علوم ورزشی، دانشگاه تبریز، تبریز، ایران.
2. گروه علوم زیستی در ورزش و تندرستی، دانشکده علوم ورزشی و تندرستی، دانشگاه شهید بهشتی، تهران، ایران.

3. مرکز تحقیقات علوم اعصاب، دانشگاه علوم پزشکی تبریز، تبریز، ایران.

تأثیر تجویز مزمن کافئین بر نسبت بیان پروتئین Bax/Bcl-2 در بافت میوکارد موش های نر ویستار 
مدل دیابتی نوع 2

، پوران کریمی3  ، سعید نیکوخصلت1  ، *افشار جعفری2 ،1  علی ضرغامی خامنه1 
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انواع  ایجاد  از  و  شده  تنظیم  بدن  سلول های  تکثیر  و  رشد  میزان  آن 

هوموستاز  برقراری  سبب  و  می آید  عمل  به  جلوگیری  بدخیمی ها 

آپوپتوزی  ماشین  در  اختلال  که  است  حالی  در  این  می شود.  سلولی 

خودایمنی،  بیماری  قبیل  از  مختلفی  بیماری های  ایجاد  به  منجر 

یکی  دیابت  می  شود ]9 ،8[.  دیابت  و  دارو  به  تومور  مقاومت  سرطان، 

که  طوری  به  می رود،  شمار  به  جهان  و  ایران  در  شایع  بیماری های  از 

مبتلا  جهان  در  نفر  یک  بالغ  انسان  نفر  یازده  هر  از   2017 سال  در 

در  است.  گرفته  را  نفر  یک  جان  ثانیه   8 هر  در  و  بوده  بیماری  این  به 

مهم ترین  دیابت  از  ناشی  آپوپتوز  که  است  شده  عنوان  چنین  بین  این 

نقص  به ویژه  دیابتی  افراد  در  عروقی   - قلبی  بیماری های  ایجاد  عامل 

عضله  انعطاف پذیری  در  کاهش  علت  به  میوکارد  بافت  عملکرد  در 

نامیده   )DCM( دیابتی  کاردیومیوپاتی  اصطلاح  به  که  است  قلبی 

دنبال  به  همکاران  و  یوانگ  ـ  فانو  مثال،  عنوان  به   .]10[ می شود 

موش های  در  آپوپتوتیک  شاخص های  وسترن بلات  تحلیل  و  تجزیه 

همراه  قلبی  عضله  عملکرد  در  کاهش  مزمن،  کاردیومیوپاتی  به  مبتلا 

کاسپاز-3  و   Bax بیان  در  افزایش  و   Bcl-2 پروتئین  بیان  در  کاهش  با 

روبه رشدی  شواهد  که  است  حالی  در  این   .]11[ دادند  نشان  را 

چندین  آپوپتوتیک  فرایندهای  که  هستند  موضوع  این  پیشنهادکننده 

دو  هر  که  می کنند  تنظیم  را   Bcl-2 و   Bax شامل  محوری  پروتئین 

داخلی  پیام رسانی  مسیرهای  شدن  فعال  در  اساسی  نقش  دارای 

یکپارچگی  )حفظ   Bcl-2 پروتئین  واقع،  در   .]12[ هستند  آپوپتوز 

داخلی  مسیر  در  که  است  ضدآپوپتوزی  عامل  یک  میتوکندری(  غشای 

بین،  این  در  می شود.  کاسپازها  فعالیت  از  مانع  و  داشته  نقش  آپوپتوز 

خارجی  غشای  پایداری  در  )کاهش   Bax پیش آپوپتوتیکی  پروتئین 

 ،Bcl-2 فعالیت  کردن  خنثی  با  که  است  عاملی  نیز  میتوکندری( 

همچون  بافت شناختی  تغییرات  سبب  و  کرده  فعال  را  آپوپتوزی  مسیر 

قطعه قطعه  دیگر،  سلول  به  آپوپتوزی  سلول  چسبندگی  عدم  یا  کاهش 

آپوپتوزی  اجسام  به  سلول  تجزیه  و  ریبوزوم ها  آزادسازی   ،DNA شدن 

در  افزایش  بنابراین  می کند.  ایجاد  را  مرگ  حال  در  سلول  و  می شود 

آن  کاهش  و  سولی  مرگ  و  آپوپتوز  وقوع  افزایش  باعث   Bax میزان 

سطوح  در  افزایش  بالعکس،  می شود.  ترمیم  و  سلولی  بقای  به  منجر 

می کند؛  مهار  را  آپوپتوز  و  بوده  سلولی  ترمیم  و  بقا  جهت  در   Bcl-2
زنده  سلول  آیا  اینکه  تعیین  در   Bax/Bcl-2 نسبت  سنجش  بنابراین 

می ماند یا می میرد حیاتی است ]13 ،12[.

محدود  یافته های  وجود  به  توجه  با  حاضر  تحقیق  رو،  این  از 

 70( کافئین  مکمل  ماه  دو  تجویز  تأثیر  با  ارتباط  در  متناقض  و 

مسیر  کلیدی  پروتئین های  بیان  بر  روز(  در  بدن  وزن  در  میلی گرم 

یکدیگر  بر  آن ها  نسبت  و   Bcl-2 و   Bax یعنی  آپوپتوز  میتوکندری 

چپ(  )بطن  میوکارد  سلولی  مرگ  به  حساس  سوماتیک  بافت  در 

متعاقب القای دیابت در موش های نر ویستار صورت پذیرفت.

مواد و روش ها

 آزمودنی ها

و  پیش آزمون  طرح  با  تجربی  مطالعات  نوع  از  حاضر  تحقیق 

موش  سر   24 تحقیق  این  در  است.  کنترل  گروه  با  پس آزمون 

وزنی  محدوده  در  و  هفته   10 سن  با  ویستار  نژاد  سفید  نر  صحرایی 

آزمایشگاه  در  و  خریداری  دسترس  در  روش  به  گرم   300-250

اعصاب(  علوم  تحقیقات  )مرکز  تبریز  علوم پزشکی  دانشگاه  حیوانی 

 4 در   3 ابعاد  به  اتاقی  در  حیوانات  ويژه  آزمایشگاهی  محیط  در 

رطوبت  سانتی گراد،  درجه   22±3 دمایی  شرایط  بودن  دارا  با  متر 

ـ  روشنایی  چرخه  و  سروصدا  کمترین  با  درصد،   50±5 نسبی 

الی  صبح   7:00 ساعت  از  روشنایی  )شروع  ساعته   12:12 تاریکی 

)فصل  تحقیق  دوره  سراسر  در  شدند.  نگهداری  عصر(   19:00

استاندارد  غذای  و  آب  به  آزادانه  صورت  به  حیوانات  تمامی  بهار(، 

از  پس  آزمودنی ها  داشتند.  دسترسی  ماه  سه  مدت  به  حیوانی 

 8 گروه  سه  از  یکی  در  ساده  تصادفی  صورت  به  وزنی  مطابقت 

و   )D( دیابتی  کنترل  گروه   ،)C( سالم  کنترل  گروه  شامل  سری 

)جدول  گرفتند  قرار   )D+CA( کافئین  دریافت کننده  دیابتی  گروه 

طبق  حاضر  تحقیق  در  هفته(  )هشت  مطالعه  مدت زمان   .)1 شماره 

آزمودنی ها  در  بلندمدت  سازگاری  برقراری  برای  موجود،  مطالعات 

در مطالعات کارآزمایی به خوبی ثابت شده است. 

القای دیابت 

نوع  دیابت  القای  برای  جدید،  محیط  با  سازگاری  هفته  دو  از  پس 

مدت  به  همکاران،  و  ساسیدهاران  مطالعاتی  گروه  روش  طبق   2

و  پروتئین  درصد   21 چربی،  درصد   45( پُرچرب  غذای  هفته  دو 

شرکت  همکاری  با  و  محققان  توسط  که  کربوهیدرات(  درصد   34

تزریق  سپس  و  شد  داده  بود  شده  تهیه  اصفهان  خوراک سازان 

Sigma- شرکت  )ساخت  استرپتوزوسین  سم   )IP( صفاقی  درون 

کیلوگرم  در  میلی گرم   35 دُز  یک  در  متحده(  ایالات   ،Aldrich
بعد   )PH=4/5( مولار   0/1 سیترات  بافر  در  حل شده  بدن،  وزن 

برای   .]14[ شد  اعمال  تک وهله ای  به صورت  ناشتایی  ساعت   6 از 

به  مکمل،  دریافت کننده  گروه های  با  یکسان  کاملاً  شرایط  ایجاد 

سرم  مقدار  همان  نیز  مکمل(  )بدون  دیابتی  و  سالم  کنترل  گروه 

دیابتی  روش  از  پس  ساعت   48 شد.  تزریق  )سالین(  فیزیولوژیک 

و  جمع آوری  حیوان  دُمی  ورید  از  گلوکز  پلاسمایی  سطوح  کردن، 

دستگاه  از  استفاده  با  و  اکُسیداز  گلوکز  آنزیمی  روش  با  آن  مقدار 

ایالات   ،UNIKO شرکت  ساخت   ،2100 )مدل  اسپکتروفتومتری 

 300 از  بالاتر  خون  گلوکز  غلظت  و  شد  اندازه گیری  متحده( 

نوع  دیابتی  صحرایی  موش های  عنوان  به  دسی لیتر  در  میلی گرم 

2 وارد تحقیق شدند. 
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 نحوه تجویز مکمل کافئین

)خشک(  انِهیدروز  خالص  کافئین  پودر  شکل  به  کافئین 

مجوز  شماره  با   Merck آلمانی  شرکت  از  تهیه شده 

هفته  در  روز  پنج  دارو،  و  غذا  سازمان  از   2518359435571020

میلی گرم   70( حیوانات  بدن  وزن  به  توجه  با  هفته  هشت  مدت  به 

 190 با  برابر  کشنده  دُز  متوسط  به  توجه  با  روز  در  بدن  وزن  در 

)محلول  هیدراته  کافئین  طور  به  موش(  برای  کیلوگرم  بر  میلی گرم 

صفاقی  درون  تزریق  صورت  به  فیزیولوژیک(  سرم  سی سی  یک  در 

میلی گرم   14 با  برابر  )تقریباً  شد  تجویز  انسولین  سرنگ  توسط 

کافئین  تجویز  موش(.  بدن  وزن  از  گرم   200 هر  ازای  به  کافئین 

آن ها  فعالیت  زمان  اوایل  و  خواب  از  موش ها  شدن  بیدار  دوره  در 

ذکر  ضمن  در  شد.  تجویز  عصر   19-20 ساعت  زمانی  محدوده  در 

تجویز  موجود،  مطالعات  نتايج  براساس  که  است  ضروری  نکته  این 

بسیار  حاضر(  تحقیق  )همچون  موش ها  بدن  وزن  در  میلی گرم   70

فنجان  پنج  تا  چهار  مصرف  از  پس  که  است  غلظت هایی  به  شبیه 

قرار  استفاده  مورد  انسانی  آزمودنی های  در  روزانه  صورت  به  قهوه 

می گیرد ]16 ،15[.

روش نمونه برداری

مداخله  آخرین  از  پس  ساعت   48 صحرایی،  موش های  تمامی 

ناشتایی،  ساعت   14 تا   12 از  پس  و  حاد(  اثرات  بردن  بین  از  )جهت 

ساخت  کیلوگرم(  بر  میلی گرم   90( کتامین  صفاقی  داخل  تزریق  با 

بر  میلی گرم   10( زایلازین  و  آلمان   Rotexmedica شرکت 

توسط  درد  بدون  روش  به  هلند   Alfasan شرکت  ساخت  کیلوگرم( 

از  بخشی  سپس  شدند.  جراحی  و  بیهوش  کارآزموده  متخصصین 

برداشته  دقت  با  آزمودنی ها  چپ  بطن  )رآس(  آپکس  قسمت  بافت 

نیتروژن  کرایوتراپ  در  فیزیولوژیک  سرم  با  شستشو  از  پس  و  شده 

 70 منهای  دمای  در  و  منجمد  سانتی گراد(  درجه   196 منهای   ( مایع 

پژوهش  دانش  شرکت  ساخت  درب  )دو  فریزر  در  سانتی گراد  درجه 

میزان  ارزیابی  برای  نیز  ادامه  در  شد.  نگهداری  ایران(  تهران،  فجر، 

روش  از   Bcl-2 و   Bax یعنی  آپوپتوز  مسیر  در  درگیر  پروتئین  بیان 

درصد   10 هموژنه  تهیه  برای  ابتدا   .]17[ شد  استفاده  وسترن بلات 

مهار کننده  حاوی  سیگما(  )شرکت  ریپا  بافر  از  قلب  بافت  حجم  وزنی 

روش  با  پروتئین  تام  غلظت  شد.  استفاده  )سیگما(  کوکتیل  پروتئاز 

مورد  پروتئین  سپس  گرفت.  قرار  سنجش  مورد  )سیگما(  برادفورد 

سدیم  حاوی  پلی آکریل آمید  دناتوره کننده  درصد   10 ژل  در  نظر 

 ،Bio Rad )شرکت  الکتروفورز  دستگاه  با   )SDS( سولفات  دودسیل 

روی  پروتئینی  باندهای  تفکیک،  از  بعد  شد.  تفکیک  متحده(  ایالات 

یافت.  انتقال  )سیگما(   )PVDF( دی فلوراید  پلی وینیلیدین  غشای 

از  خالی  نواحی  دادن  پوشش  برای  بلاکینگ  بافر  از  استفاده  از  بعد 

ساخت   Bcl-2 و   Bax ضد  خرگوشی  اولیه  آنتی بادی  از  غشا  پروتئین 

-sc و   7480-sc کُد  با  ترتیب  به  متحده  ایالات  سانتاکروز  شرکت 

پس  غشاها  شد.  استفاده  شب(  طول  )در   500 به   1 نسبت  به   492

نمکی  فسفات  بافر  با  دقیقه   5 مدت  به  هربار  شست وشو  چهاربار  از 

کونژوگه  ثانویه  آنتی بادی  معرض  در   ،20 توین  درصد   0/05 حاوی 

با  مجدد  شستشوی  از  پس  گرفتند.  قرار  ساعت  یک  به مدت   Hrp با 

که   ECL،BioRad کیت  از  تکرار  سه  صورت  به  این بار  قبلی،  روش 

شد.  استفاده  شده  تشکیل  ایمنی  مجموعه های  آشکارسازی  برای 

باندها  دانسیته  و  گرفتند  قرار  رادیوگرافی  فیلم  معرض  در  غشاها 

دانسیته  و  اندازه گیری   1/8/0/112 نسخه   Image J نرم افزار  توسط 

نرمالیزه  اکتین  بتا-  کنترل  لودینگ  مقابل  در  هدف  پروتئین  باندهای 

گروه  به  )نسبت  نسبی  دانسیته  صورت  به  نتایج  نیز  انتها  در  شدند. 

کنترل( ارائه شدند ]17[.

تجزیه و تحلیل آماری

اسمیرنوف   - کلموگروف  آزمون  از  استفاده  با  داده ها  توزيع طبیعی 

هدف  به  توجه  با  و  داده ها  طبيعی  توزيع  تأييد  از  پس  شد.  بررسی 

گروه  معنی دار  تفاوت  بر  مبنی  تحقيق  پيش فرض  نخست  تحقيق، 

و  بررسی  مستقل  تی  آزمون  از  استفاده  با  کنترل  گروه  با  تجربی 

کافئين(  )مکمل  مستقل  متغير  همزمان  و  جداگانه  اثرات  سپس 

آزمون  توسط  آماری  طرح  يک  قالب  در  وابسته  متغيرهای  روی 

توکی  تعقیبی  آزمون  و  یک طرفه   )ANOVA( واریانس  تحلیل 

سطح  در  آماری  عمليات  تمامی  گرفت.  قرار  تحليل  و  تجزيه  مورد 

آماری  نرم افزار  از  استفاده  با  و   0/05 از  کمتر  و  برابر  معنی داری 

با  نيز  جداول  و  نمودارها  شد.  انجام  ويندوز  تحت   22 نسخه   SPSS
استفاده از نرم افزار Excel رسم شدند.

یافته ها

بین  معنی دار  تفاوت  وجود  نشان دهنده  حاضر  تحقیق  نتایج 

 ،P=0/001( بود  کافئین  مکمل  مصرف کننده  تجربی  گروه های 

دو  در   B-Actin به  نسبت   Bax پروتئین  بیان  چنان که   .)F=63/76

 )P=0/001( درصد   80 حدود  در  دیابتی  کنترل  یعنی  تجربی  گروه 

درصد   112 حدود  در  مکمل  مصرف کننده  دیابتی  گروه  در  و 

ضمن  یافت.  افزایش  سالم  کنترل  گروه  با  مقایسه  در   )P=0/001(

خود  تشدیدکنندگی  اثرات  با  توانست  کافئین  مکمل  گروه  اینکه 

دیابتی  کنترل  گروه  با  مقایسه  در  درصد   32 را   Bax پروتئین  بیان 

)تصویر   )P=0/83( نبود  معنی دار  آماری  نظر  از  که  دهد  افزایش 

مورد  آپوپتوزی  شاخص  دیگر  بیان  میزان  علاوه،  به   .)1 شماره 

و  )دیابت  تجربی  گروه  دو  هر  در   Bcl-2 پروتئین  یعنی  مطالعه 

داشت  معنی داری  کاهش  سالم  کنترل  گروه  به  نسبت  کافئین( 

کاهش  باعث  دیابت  به  ابتلا  که  طوری  به   .)F=42/31  ،P=0/001(

شد   Bcl-2 ضدآپوپتوزی  پروتئین  بیان  در  درصد   -64 توجه  قابل 

دیابتی  گروه  در  کافئین  تجویز  که  بود  حالی  در  این   .)P=0/001(

مقایسه  در  درصد(   -70( بیشتری  مراتب  به  کاهشی  پاسخ  موجب 

با گروه کنترل سالم شد )P=0/001( )تصویر شماره 2(. 

در  معنی داری  افزایش   ،Bax/Bcl-2 نسبت  بررسی  با  همچنین 
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شد  مشاهده  سالم  کنترل  گروه  با  مقایسه  در  تجربی  گروه  دو 

دریافت کننده  دیابتی  گروه  بررسی  این  در   .)F=48/35  ،P=0/001(

فعالیت  نسبت  در  بیشتر  هرچه  افزایش  سبب  توانست  کافئین 

درصد   73 میزان  به  دیابتی  کنترل  گروه  با  مقایسه  در  آپوپتوزی 

شود )P=0/003( )تصویر شماره 3(.

بحث

کاهش  سبب  موش ها  در   2 نوع  دیابت  القای  حاضر،  مطالعه  در 

و   Bax پروتئین  بیان  افزایش   ،Bcl-2 پروتئین  بیان  معنی دار 

نسبت  در  افزایش  نیز  و  آپوپتوز  ایجاد  در  توجه  قابل  افزایش  در نتیجه 

در  کافئین  مکمل  تجویز  داد  نشان  نتایج  علاوه،  به  شد.   Bax/Bcl-2
پروتئین  بیان  بیشتر  هرچه  افزایش  سبب  دیابتی شده  موش های 

در   )Bcl-2( ضدآپوپتوزی  پروتئین  بیان  کاهش  و   )Bax( آپوپتوزی 

در  افزایش  چنانچه  می شود؛  دیابتی  و  سالم  کنترل  گروه  با  مقایسه 

تحقیقات  بیشتر  در  دیابت  القای  دنبال  به  آپوپتوزی  ماشین  فعالیت 

قبلی نیز به خوبی ثابت شده است. به طور مثال، گروه تحقیقاتی فانو-

غذایی  رژیم  تجویز  دنبال  به  که  کردند  گزارش  همکاران  و  یووانگ 

و  خوک  چربی  درصد   10 کلسترول،  درصد   2 شامل  بالا  چربی  با 

درون  تزریق  سپس  و  هفته   8 مدت  به  معمولی  غذای  درصد   88

نژاد  موش های  در  استرپتوزوسین  کیلوگرم  در  میلی گرم   25 صفاقی 

در  کاهش  با  همراه  قلبی  عضله  عملکرد  در  کاهش  اسپرادوگاولی، 

مشاهده  کاسپاز-3  و   Bax بیان  در  افزایش  و   Bcl-2 پروتئین  بیان 

معتقد  نیز  همکاران  و  لیو  مطالعاتی  گروه  همچنین   .]11[ می شود 

میوکارد  بافت  در  بدن(  وزن  در  میلی گرم   55(  STZ تزریق  که  بودند 

ضدآپوپتوزی  پروتئین های  بیان  معنی دار  کاهش  باعث  موش ها 

 Bax پیش آپوپتوزی  پروتئین های  بیان  افزایش  و   Bcl-xl و   Bcl-2
حضور  توسط   Bcl-2 پروتئین های  خانواده   .]7[ می شود   Bad و 

خانواده  می شوند:  تقسیم  دسته  دو  به   )BH( هومولوگ  دُمین های 

عملکردشان  و  شده  حفاظت  نواحی  براساس   2-Bcl های  پروتئین 

ای،  ناحیه  چند  1-ضدآپوپنوزی  شوند:  می  بندی  دسته  گروه  سه  به 

به خوبی   .BH3 ای  ناحیه  تک  و  ای  ناحیه  چند  آپوپتوزی  2-پیش 

ضدآپوپتوزی  پروتئین  سالم،  سلول های  در  که  است  شده  اثبات 

جدول 1. گروه های مورد مطالعه در تحقیق حاضر )هر گروه هشت سر موش(

IDمشخصاتگروه

Cبدون مکمل )همزمان تزریق سرم فیزیولوژیک برای ایجاد شرایط یکسان با گروه کنترل دیابت(کنترل سالم

Dبدون مکمل )تزریق سرم فیزیولوژیک به عنوان دارونما(کنترل دیابتی

D+CAدریافت مکمل کافئین )تزریق کافئین هیدراته(دیابتی دریافت کننده کافئین
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تصویر 1. میزان بیان پروتئین Bax در گروه های مورد مطالعه نسبت به گروه کنترل

 الف( تصویر ایمونوبلاتینگ پروتئین Bax نسبت به گروه کنترل؛ ب( نمودار ستونی جهت نمایش میزان کمی چگالی نسبی باندهای پروتئینی در گروه ها. 

*P>0/05 در مقایسه با گروه کنترل سالم.
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خارجی  غشای  در   Bax و   BH3 پروتئین های  به   Bcl-xl یا   Bcl-2
 Bak و   Bax الُیگومریزاسیون  از  مانع  و  شده  متصل  میتوکندری 

پروتئین های  مستقیم  اتصال  می  شود.  الیگومری  کانال  تشکیل  برای 

در  آن ها  می شود  باعث   Bax به   PUMA و   Bim نظیر  خاص   BH
این  بدهند.  تشکیل  الیگومری  کانال  میتوکندری  خارجی  غشای 

به  آنجا  در  تا  می شود  سیتوزول  به   C-سیتوکروم ورود  موجب  عمل 

فعال سازی  سبب  و  شده  متصل   )Apaf-1( سازش دهنده  پروتئین 

شود.  سلولی  مرگ  و  آپوپتوزی  آبشار  آغاز  و  کاسپاز-3  و  کاسپاز-9 

مهار  با  و  شده  متصل   Bcl-2 به   Bad نظیر  پروتئین هایی  طرفی،  از 

غشای  در  کانال  تشکیل  سبب   Bax به  اتصال  برای  آن  توانایی 

محرک های  که  است  حالی  در  این  می شوند.  میتوکندری  خارجی 

 ،]8، 9، 12[ می کنند  مهار  یا  شروع  را  آپوپتوزی  مسیر  متعددی 

تجویز  که  شد  مشاهده  چنین  رو  پیش  پژوهش  در  که  طوری  به 

طریق  از  آپوپتوزی  وقایع  افزایش  به  منجر  کافئین  مکمل  ماه  دو 

پروتئین  بیان  کاهش  و   Bax پیش آپوپتوزی  پروتئین  بیان  تشدید 

لیو  حاضر،  مطالعه  نتایج  با  همسو  می شود.   Bcl-2 ضدآپوپتوزی 

تکثیر  سرکوب  سبب  کافئین  که  کردند  اشاره  همکاران چنین  و 

در  افزایش  و   Bcl-2 بیان  در  کاهش  طریق  از  آپوپتوز  القای  و  سلولی 

و  وو  علاوه،  به   .]7[ می شود  انسانی  معده  سلول های  در   Bax بیان 

یافت شده  دِترپن  مولکول  یک  عنوان  به  کافِستول  بررسی  با  همکاران 

و   Bim پروتئین  بیان  در  افزایش  به  عربیکا،  کافیا  قهوه  دانه های  در 

نیز  همکاران  و  وانگ   .]13[ کردند  اذعان   MCL-1 بیان  در  کاهش 

آپوپتوز  افزایش  موجب  کافئین  حضور  که  کردند  نتیجه گیری  چنین 

سرطانی  سلول  دو  هر  در  ضدسرطان(  )داروی  سیس پلاتین  از  ناشی 

همچون  پیش آپوپتوتیکی  پروتئین های  در  افزایش  طریق  از 
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تصویر 2. میزان بیان پروتئین Bcl-2 در گروه های مورد مطالعه نسبت به گروه کنترل

 الف( تصویر ایمونوبلاتینگ پروتئین Bcl-2 نسبت به گروه کنترل؛ ب( نمودار ستونی جهت نمایش میزان کمی چگالی نسبی باندهای پروتئینی در گروه ها. 

*P>0/05 در مقایسه با گروه کنترل سالم

تصویر 3. نسبت Bax/Bcl-2 در گروه های مورد مطالعه نسبت به گروه کنترل

 * P<0/05 در مقایسه با گروه کنترل سالم، †P<0/05 در مقایسه با گروه کنترل دیابتی.
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است  شده  داده  نشان  که  طوری  به   .]18، 19[ می شود   PUMA
 PI3-K/Akt پیام رسانی  مسیر  فعالیت  سرکوب  باعث  کافئین  تجویز 

در   Bad پروتئین  رهاسازی  و  دِفسفوریلاسیون  موجب  درنتیجه  و 

تشکیل  موجب   Bcl-2 به  اتصال  با  خود  نوبه  به  که  شده  سیتوزول 

همکاران  و  ژن  ـ  پین   .]19[ می شود  آپوپتوزی  وقایع  شروع  و  کانال 

تحت  انسانی  اسُتئوبلاست  سلول های  ساعته   24 انکوباسیون  با 

Bax/Bcl- پروتئین  نسبت  افزایش  به  میلی مول(   2( کافئین  با  تیمار 

مدولاسیون  و   )MMP( میتوکندری  غشای  پتانسیل  در  کاهش  و   2
یک  در   C-سیتوکروم آزادسازی  متعاقب  میتوکندری  نفوذپذیری 

در  که  است  حالی  در  این   .]3[ داشتند  اشاره  مقادیر  به  وابسته  روش 

در  برابر   7 میزان  به   Bax/Bcl-2 پروتئین  نسبت  نیز  حاضر  تحقیق 

کنترل  گروه  به  نسبت  درصد   132 و  سالم  کنترل  گروه  با  مقایسه 

که  مولکولی  سازوکار  محققان  داشت.  معنی دار  افزایش  دیابتی 

آپوپتوزی  مسیرهای  پیام رسانی  تحریک  موجب  آن  طریق  از  کافئین 

سلولی  بقای  پیام رسانی  مسیرهای  غیرفعال سازی  شامل  را  می  شود 

سلولی  مرگ  در  دخیل  مسیرهای  فعال سازی  و   PI3K-Akt-mTOR
کینازهای  و   PAK2 یا   P21 اثر  بر  فعال شده   2 پروتئین کیناز  همچون 

N-ترمینال و C-جانوس )JNK( می دانند ]6 ،5[ . 

پائین  مقادیر  با  ساعته   24 تیمار  متعاقب  همکاران  و  هی  ژیوی 

سلول های  در  آپوپتوزیس  القای  به  میکرومول(   50-450( کافئین 

پروتئین   Ser15 باقیمانده  فسفوریلاسیون  افزایش  طریق  از   JB6
 .]20[ داشتند  اشاره  کاسپاز-3  و   Bax پروتئین  بیان  و   p53
گام  یک   Ser15 باقیمانده  در   P53 پروتئین  فسفوریلاسیون 

پروتئین   P53 است.   P53 به  وابسته  فعال سازی  برای  ضروری 

پائین دستی  افکتورهای  از  نیز   Bax خود  و  بوده   Bax بالادستی 

را   C-سیتوکروم سیتوزولی  آزادسازی  توانایی   Bax است.   P53
به  کاسپاز-3  فعال سازی  باعث  خود  نوبه  به  که  صورتی  در  دارد، 

می شود.  آپوپتوزیس  فرایند  شروع  در  کلیدی  اعضای  از  یکی  عنوان 

موجب  که  است  شاخصی  و  شده  شکسته  فعال شده  کاسپاز-3 

کلیواژ DNA می شود ]20 ،18[.

حاضر،  پژوهش   نتایج  با  مخالفت  در  همکاران  و  رحیمی  اخیراً 

بدن  وزن  کیلوگرم  در  میلی گرم   6 حاد  مصرف  که  داشتند  اظهار 

تکرار  یک  درصد   85 شدت  )با  مقاومتی  تمرینات  انجام  از  قبل 

معنی دار  کاهش  موجب  تمرین کرده  مرد  ورزشکاران  در  بیشینه( 

دارونما  گروه  با  مقایسه  در   Bax/Bcl-2 نسبت  و   Bax سطوح خونی 

گروه  دو  هر  در  توجهی  قابل  طور  به   Bcl-2 میزان  که  حالی  در  شد، 

مطالعات  از  تعدادی   .]21[ بود  کرده  پیدا  افزایش  دارونما  و  کافئین 

روش  یک  در  کافئین  تجویز  که  می کنند  اظهار  چنین  فیزیولوژیکی 

 Bax پروتئین  بیش بیانی  طریق  از  آپوپتوز  بروز  باعث  دُز  به  وابسته 

باعث  پایین  دُز  یک  در  کافئین  چنانچه   .]15[ می شود  سلول ها  در 

بالا  به  متوسط  مقادیر  در  که  حالی  در  شده،  آپوپتوز  از  ممانعت 

به   .]15[ می شود  آپوپتوتیک  سلولی  مرگ  فرایند  تحریک  باعث 

اندازه گیری  عدم  حاضر  تحقیق  محدودیت های  از  یکی  که  طوری 

پاسخ دُزهای متفاوتی از کافئین در بافت دیابتی شده بود ]22[. 

دُز  یک  تجویز  داد  نشان  حاضر  تحقیق  در  نیز  ما  یافته های 

سرکوب  سبب  نه تنها  دیابتی شده  حیوانات  در  بالا  به  متوسط 

شاخص های  بیان  تشدید  باعث  بلکه  نشد،  دیابت  از  ناشی  آپوپتوز 

سینها  و   ]15[ همکاران  و  جعفری  راستا،  این  در  شد.  نیز  آپوپتوزی 

بالاتر  و  برابر  مقادیر  در  کافئین  که  داشتند  اظهار   ]23[ همکاران  و 

مرگ  مسیرهای  القای  باعث  ترتیب  به  لیتر  در  میکرومول   50 از 

شبیه  بسیار  مقادیر  این  می شود.  اتوفاژیک  و  آپوپتوتیک  سلولی 

مصرف  یا  قهوه  فنجان   5 تا   4 مصرف  از  پس  که  است  دُزهایی  به 

از  کیلوگرم  هر  ازای  به  میلی گرم   6 تا   5 با  برابر  کافئینی  خالص 

کیلوگرم  در  میلی گرم   70 از  بیش  یا  انسانی  مدل  در  بدن  وزن 

بدن  وارد  حاضر  تحقیق  همچون  حیوانی  مدل  در  بدن  وزن  از 

می شود ]23 ،16[. 

کافئین  آپوپتوزی  اثرات  شد،  ذکر  نیز  پیش تر  چنانچه  طرفی  از 

مطالعات  در  چنانکه  دارد.  بستگی  نیز  سلولی  وضعیت  به  احتمالاً 

یا  سرطان  تحت  سلول های  بر  کافئین  اثرات  اکثراً  فوق الذکر، 

مثبتی  طور  به  کافئین  که  گرفته  قرار  مطالعه  و  بررسی  مورد  گلیوما 

سلولی  مرگ  در  تسریع  سبب  ضدسرطانی  عامل  یک  همچون 

مورد  بافت  نیز  حاضر  پژوهش  )در  است  شده  بدخیمی ها  این  در 

بررسی در یک وضعیت میوپاتی قرار داشت( ]23 ،20 ،3[. 

نتیجه گیری

میزان  افزایش  موجب  دیابت  القای  داد  نشان  حاضر  مطالعه 

به   Bax پروتئین  بیان  افزایش  طریق  از  آپوپتوتیک  ماشین  فعالیت 

پروتئین  بیان  کاهش  و  پیش آپوپتوزی  شاخص های  از  یکی  عنوان 

نتوانست  کافئین  تجویز  که  حالی  در  شد.   Bcl-2 ضدآپوپتوزی 

سلولی  مرگ  افزایش یافته  فرایند  در  تعادل  برقراری  موجب 

بلندمدت  تجویز  شد  داده  نشان  این،  وجود  با  شد.  آپوپتوزی 

پیام رسانی  تشدید  باعث   2 نوع  دیابت  بیماری  با  تعامل  در  کافئین 

اصلی ترین  هرچند  می شود.  برنامه ریزی شده  سلولی  مرگ  وقوع  و 

متفاوت  دُزهای  با  آزمودنی ها  تیمار  عدم  حاضر  مطالعه  محدودیت  

سایر  با  متنوع تر  مطالعاتی  گروه های  بررسی  همچنین  و  کافئینی 

با  آن ها  مقایسه  و  دیابت  بیماری  درمان  در  دخیل  مکمل های 

کافئین است که نیاز به بررسی های بیشتری در این زمینه است.

ملاحظات اخلاقي

پیروي از اصول اخلاق پژوهش

علوم پزشکی  دانشگاه  اخلاق  کمیته  نظارت  تحت  حاضر  تحقیق 

 IR.TBZMED.VCR.REC.1397.389 اخلاق  کد  با  تبریز 

انجام شد. 
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حامي مالي

اول  نویسنده  تخصصی  دکتری  رساله  از  قسمتی  حاضر  مقاله 

فیزیولوژی  گروه  ورزشی،  متابولیسم  و  بیوشیمی  گرایش  در  مقاله 

و  است  تبریز  دانشگاه  ورزشی  علوم  و  تربیت بدنی  دانشکده  ورزشی، 

تحصيلات  و  پژوهشی  معاونت  توسط  حاضر  طرح  هزينه  از  بخشی 

تکميلی دانشگاه تبريز تأمين شده است.

مشارکت نویسندگان

مقاله:  ویرایش  و  نگارش  خامنه؛  ضرغامی  علی  طرح:  مجری 

نیکوخصلت؛  سعید  آماری:  داده های  تحلیل  و  تجزیه  جعفری؛  افشار 

کارهای مربوط به آزمایشگاه: پوران کریمی.

تعارض منافع

این  در  منافعی  تضاد  هیچ گونه  که  می کنند  تصریح  نویسندگان 

مقاله وجود ندارد. 

تشکر و قدردانی

همچنین  و  همکاران  کلیه  زحمات  از  نویسندگان  بدین وسیله 

دانشگاه  اعصاب  علوم  تحقیقات  مرکز  حیوانی  آزمایشگاه  مدیریت 

سارا  یاخته پژوهان  سامانه  شرکت  همچنین  و  تبریز  علوم پزشکی 

کمال تشکر و امتنان را دارند.
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