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Abstract
Background and Purpose: Diabetes is a metabolic disease associated with increased blood glucose. Based 
on the results of previous research, physical activity, and herbal supplements containing antioxidants and 
anti-inflammatory agents play an important role in controlling blood glucose in diabetics. GLUT4 as a 
glucose transporter and AMPK as an insulin-independent biological pathway play an important role in 
energy homeostasis in the body. This study aimed to investigate the simultaneous intervention of aerobic 
training and berberine supplementation on GLUT4 and AMPK gene expression in the quadriceps muscle 
of diabetic male rats.
Materials and Methods: In this experimental research, 35 male Wistar rats (age 8 weeks, weight 
242.15±10.32 gr) were randomly divided into five groups (n=7) including healthy control, diabetic control, 
diabetes + berberine, diabetes + aerobic training, and diabetes + aerobic training + berberine. Diabetes was 
induced by one-step intraperitoneal injection of STZ (60 mg/kg). Blood glucose above 300 mg/dL meant 
successful induction of diabetes. The training groups performed a treadmill protocol for six weeks, five 
days a week, with a gradual increase in speed and time. Berberine supplementation with a dose of 50 mg 
per kilogram of body weight was done by gavage on all days of week and in training days one hour before 
training. Forty-eight hours after the last training session, rats were deeply anesthetized by intraperitoneal 
injection of ketamine (75 mg/kg body weight) and xylazine (10 mg/kg body weight) and quadriceps muscle 
tissue samples were collected. RT-PCR technique was used to measure the relative expression of GLUT4 
and AMPK genes. The data were analyzed using SPSS software. One-way analysis of variance and Tukey’s 
post hoc test were employed for between-group comparisons of the data. 
Results: AMPK and GLUT4 gene expression in the quadriceps muscle of the diabetic control group was 
significantly decreased compared to the healthy control group (P=0.0001). Moreover, the results showed 
that the content of AMPK and GLUT4 gene expression in diabetes + aerobic training and diabetes + aero-
bic training + berberine groups increased significantly compared to the diabetic control group (P=0.0001). 
This increase in gene expression was higher in the diabetes + aerobic training + berberine group than in 
the diabetes + aerobic training group. In addition, the level of AMPK and GLUT4 gene expression in the 
group of diabetes + aerobic training + berberine increased significantly compared to the diabetes + berber-
ine group (P<0.05). However, despite the increase in gene expression of these two variables in diabetes + 
berberine group, these changes were not statistically significant (P>0.05) when compared to the diabetic 
control group. 
Conclusion: The simultaneous intervention of aerobic training and berberine supplementation has positive 
synergistic effects on AMPK and GLUT4 gene expressions in the quadriceps muscle of type 1 diabetic rats 
and may improve energy homeostasis in the body.
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تأثیر مداخله همزمان تمرین هوازی و مکمل دهی بربرین بر بیان ژن AMPK و 
GLUT4 در عضلۀ چهارسر ران موش های صحرایی نر دیابتی

، سعید نقیبی ، جواد رمضانی* محبوبه زعفرانی آرانی 

چکیده
کــه بــا افزایــش قنــد خــون و اختــال در هموســتاز  زمینــه و هــدف: دیابــت یــک بیمــاری سوخت وســازی متابولیکــی اســت 
کســیدان،  انــرژی در بــدن همــراه اســت. روی هم رفتــه به طــور کلــی، فعالیــت بدنــی و مکمل هــای گیاهــی دارای حــاوی آنتی ا
کســاینده ها و عوامــل ضدالتهابــی، از راه میانجی گرهــای زیست شــیمیایی از طریــق واســطه های بیوشــیمیایی نقــش  ضدا
ــازی  ــرژی در بــدن از راه میانجی گرهــای سوخت وســازی از طریــق واســطه های متابولیکــی ب کنتــرل و تنظیــم  ان ــارزی در  ب
گلوکــز و AMPK به عنــوان یــک مســیر زیســتی بیولوژیــک غیروابســته بــه انســولین،  ایفــا می کننــد. GLUT4 به عنــوان ناقــل 
از جملــۀ ایــن میانجی گرهــا واسطه هاســت. هــدف ایــن تحقیــق، بررســی مداخلــۀ همزمــان تمریــن  هــوازی و مکمل دهــی 

بربریــن بــر بیــان ژن GLUT4 و AMPK در عضلــۀ چهارســر ران موش هــای صحرایــی نــر دیابتــی بــود.
مــواد و روش هــا: در ایــن پژوهــش تحقیــق تجربــی، 35 ســر مــوش صحرایــی نــر از نــژاد ویســتار )ســن هشــت هفتــه، 
کنتــرل دیابتــی، 3.  کنتــرل ســالم، 2.  گــروه هفت تایــی شــامل 1.  گــرم( به صــورت تصادفــی در پنــج  وزن 242/15±10/32 
گرفتنــد. القــای دیابــت بــا تزریــق  دیابــت + بربریــن، 4. دیابــت + تمرین هــوازی و 5. دیابــت + تمرین هــوازی  + بربریــن قــرار 
تک مرحلــه ای و داخل صفاقــی STZ ا)mg/kg60( صــورت پذیرفــت. قنــد خــون بالاتــر از 300 میلی گــرم بــر دســی لیتر بــه 
گروه هــای تمریــن، بــه مــدت شــش هفتــه و بــا تواتــر پنــج روز در هفتــه، بــا افزایــش  معنــای القــای موفقیت آمیــز دیابــت بــود. 
ــا  کردنــد. مکمل دهــی بربریــن ب ــۀ برنامــۀ ورزشــی طبــق پروتــکل فعالیــت  ــر پای گــردان ب ــوار  تدریجــی ســرعت و زمــان روی ن
ــام  ــن انج ــش از تمری ــاعت پی ــک س ــا و ی ــی روزه گاواژ در  تمام ــورت  ــدن به ص ــرم وزن ب کیلوگ ــر  ــه ازای ه ــرم ب دوز 50 میلی گ
کتامیــن )75  گرفــت. 48 ســاعت پــس از آخریــن جلســۀ تمریــن، موش هــای صحرایــی توســط تزریــق داخل صفاقــی داروی 
میلی گرم/کیلوگــرم وزن بــدن( و زایازیــن )10 میلی گرم/کیلوگــرم وزن بــدن( به صــورت عمیــق بی هــوش شــدند و ســپس 
گرفــت. بــرای بررســی تغییــرات بیــان نســبی ژن GLUT4 و AMPK از  نمونه بــرداری از بافــت عضلــۀ چهارســر ران انجــام 
تکنیــک RT-PCR اســتفاده شــد. داده هــا بــا بهره گیــری از نرم افــزار SPSS توســط آزمــون تحلیــل واریانــس یکراهــه و تســت 

تعقیبــی توکــی بررســی شــدند
کاهــش  کنتــرل ســالم  گــروه  کنتــرل دیابتــی نســبت بــه  گــروه  نتایــج: بیــان ژن AMPK و GLUT4 در عضلــۀ چهارســر ران 
گروه هــای )دیابــت  ــان ژن AMPK و GLUT4 در  ــوای بی ــان داد محت ــج نش ــن نتای ــت )P=0/0001(. همچنی ــاداری داش معن
کنتــرل دیابتــی افزایــش معنــاداری داشــت  گــروه  + تمریــن هــوازی( و )دیابــت + تمریــن هــوازی + بربریــن( نســبت بــه 
گــروه )دیابــت + تمریــن هــوازی(  گــروه )دیابــت + تمرین هوازی+بربریــن( نســبت بــه  )P=0/0001(. ایــن افزایــش بیــان ژن، در 
گــروه  گــروه )دیابــت + تمرین هوازی+بربریــن( نســبت بــه  بیشــتر بــود. همچنیــن میــزان بیــان ژن AMPK و GLUT4 در 
کنتــرل دیابتــی، بــا  گــروه  گــروه )دیابــت + بربریــن( نســبت بــه  )دیابــت + بربریــن(، افزایــش معنــاداری  داشــت )P<0/05(. در 

.)P>0/05( ــه لحــاظ آمــاری معنــادار  نبــود ، ب ــر وجــود افزایــش بیــان ژن ایــن دو متغی
 AMPK نتیجه گیــری: مداخلــۀ همزمــان تمریــن هــوازی و مکمل دهــی بربریــن دارای تأثیــرات هم افزایــی مثبــت بــر بیــان ژن
و GLUT4 در عضلــۀ چهارســرران موش هــای صحرایــی دیابتــی نــوع یــک اســت و شــاید ســبب بهبــود انــرژی تــام و بهبــود 

انــرژی در بــدن شــود.
واژه های کلیدی: AMPK، GLUT4، بربرین، تمرین هوازی، دیابت، عضلۀ چهارسر ران

و  هــوازی  تمریــن  تأثیــر مداخلــه همزمــان  نقیبــی س.  آرانــی م، رمضانــی ج،  زعفرانــی  ایــن مقالــه:  بــه  اســتناد  نحــوۀ 
مکمل دهــی بربریــن بــر بیــان ژن AMPK و GLUT4 در عضلــۀ چهارســر ران موش هــای صحرایــی نــر دیابتــی. نشــریۀ 

بدنــی.1402؛16)4(:66-55. فعالیــت  و  ورزش  فیزیولــوژی 

مقاله پژوهشی

j_ramezani@pnu.ac.ir     :رایانامۀ نویسندۀ مسئول *

تاریخ دریافت: 1402/06/31                                                                   تاریخ ویرایش: 1402/09/19            تاریخ پذیرش: 1402/10/08

، تهران، ایران گروه علوم ورزشی، دانشکدۀ علوم انسانی، دانشگاه پیام نور

https://www.orcid.org/0000-0001-5591-1678
https://www.orcid.org/0000-0002-1980-5605
https://www.orcid.org/0009-0008-3986-8639


57

مقدمه
کــه  دیابــت یــک بیمــاری سوخت وســازی متابولیــک اســت 
ــا  ــولین ی ــص انس ــح ناق ــی از ترش ــون ناش ــز خ گلوک ــش  ــا افزای ب
 .)1( می شــود  مشــخص  انســولین  عملکــرد  کار  در  اختــال 
گلوکــز توســط ســلول های چربــی و عضانــی  تنظیــم جــذب 
ــز در همــۀ بــدن ضــروری  گلوک ــرای حفــظ  ــه ب ــه روی هم رفت ک
گلوکــز GLUT4( 4( در غشــای  اســت، توســط ســطوح ناقــل 
اثــر اصلــی  ایــن ســلول ها تعییــن می شــود )2(.  پاســمایی 
گزوســیتوز GLUT4 بــرای افزایــش میــزان  انســولین تحریــک ا
آن در غشــای پاســمایی اســت و در نتیجــه ســبب افزایــش 
معمولــی  حالــت  در   .)2( می شــود  خــون  گلوکــز  جــذب 
به صــورت   GLUT4 بیشــتر  تحریک نشــده(،  )ســلول های 
دارنــد  قــرار  هســته ای  دور  محفظه هــای  در  درون ســلولی 
گلــژی )TGN( دارنــد  کــه تــا حــدی ماهیــت شــبکۀ ترانــس 
بــه وزیکول هــای  کــه  ( و در وزیکول هــای تخصصــی   )5�3(
گفتــه می شــود( در سراســر   IRV ،پاســخ دهنده بــه انســولین
غشــای  بــه  آن  تحویــل  کــه   )8�6( کنده انــد  پرا ســیتوزول 
مســیر   .)9( می شــود  تنظیــم  انســولین  توســط  پاســمایی 
مهم تریــن  به عنــوان  اســکلتی  عضــات  آن  در  کــه  دیگــری 
گلوکــز  بخــش سوخت وســازی متابولیکــی بــدن بــه برداشــت 
 75 اســکلتی  )عضــات  می کننــد  کمــک  خــون  جریــان  از 
پروتئیــن  مســیر  می کننــد(،  مصــرف  را  بــدن  گلوکــز  درصــد 
کــه بــه انســولین  کینــاز فعال شــده بــا )AMPK( AMP  اســت 
وابســتگی نــدارد )AMPK .)10 یــک مســیر زیســتی بیولوژیــک 
کــه در حفــظ انــرژی بــدن  غیروابســته بــه انســولین اســت 
سوخت وســاز  تنظیــم  در  کلیــدی  آنزیمــی  و  بــوده  اثرگــذار 
 ATP اســت. ایــن آنزیــم در هنــگام پایین تــر بــودن ســطوح
ســلول بــه AMP فعــال می شــود و پیام هایــی  بــرای تولیــد 
کاهــش مصــرف  مجــدد ATP، از راه تجزیــۀ FFA و همچنیــن 
ATP، از راه تجزیــۀ پروتئین هــا و تری گلیســیریدها فرســتاده 
شــده و ســبب ایجــاد آثــار متفاوتــی در بافت هــای مختلــف 
موجــب   ،AMPK غلظــت  افزایــش   .)11( می شــود  بــدن 
افزایــش  همچنیــن  و  ســلول  ســطح  در   GLUT4 افزایــش 
ســطح  کنتــرل  بهبــود  نهایــت  در  و  انســولینی  حساســیت 
گلوکــز خــون در بیمــاران دیابتــی می شــود )10(. در بیمــاران 
بــدن  در  انســولین  ترشــح  توانایــی  کــه  یــک  نــوع  دیابتــی 
کاهــش می یابــد، افزایــش AMPK ممکــن اســت از  به شــدت 
کنتــرل بهتــر  راه مســیرهای غیروابســته بــه انســولین ســبب 

گلوکــز خــون شــود.  ســطح 
در  مؤثــر  روش هــای  از  یکــی  منظــم،  بدنــی  فعالیــت 

کنتــرل قنــد خــون از راه مســیرهای غیروابســته بــه انســولین 
ســطوح   افزایــش  پژوهش هــا،  برخــی  مــی رود.  به شــمار 
ورزشــی  فعالیت هــای  انجــام  از  پــس  را   GLUT4 AMPKو 
مختلــف نظیــر فعالیــت هــوازی و مقاومتــی و برخــی دیگــر 
گــزارش  عــدم تغییــر بیــان ایــن دو ژن را پــس از انجــام ورزش 
و  بــرای نمونــه چــن و همــکاران )2003(  کرده انــد )17-12(. 
خــود  پژوهش هــای  در   ،)2006( همــکاران  و  کوشــی  کــه  تــا 
 AMPK میــزان  فعالیــت،  بــالای  ســطوح  در  کــه  دریافتنــد 
کائــو و همــکاران  می توانــد افزایــش یابــد )13,12(. همچنیــن 
کــه هــر دو نــوع ورزش  کردنــد  )2012( در پژوهــش خــود بیــان 
  AMPK ســطوح  افزایــش  ســبب  می تواننــد  مزمــن  و  حــاد 
 )2013( همــکاران  و  هــال   .)14( شــوند  موش هــا  بــدن  در 
رســیدند  نتیجــه  ایــن  بــه   ،)2015( همــکاران  و  چانهــا  و 
افزایــش ســطح  بــالا ســبب  بــا شــدت  هــوازی  فعالیــت  کــه 
همــکاران  و  گارلــی  درحالی کــه   ،)16,15( می شــود   GLUT4
پــس  را در عضــات اســکلتی   GLUT4 2016( عــدم تغییــر(
کردنــد )17(.  از انجــام تمرین هــای تمرینــات هــوازی بیــان 
به طــور  آنهــا  فعــال  اجــزای  و  گیاهــان   ، اخیــر دهه هــای  در 
دو  نــوع  دیابــت  در  به ویــژه  دیابــت،  درمــان  در  گســترده 
اســتفاده شــده اســت )18(. بربریــن یــک ترکیــب ایزوکینولیــن 
مشــتق از بســیاری از گیاهــان مختلــف از جملــه انگــور ارگــون، 
کــه ســال ها در طــب ســنتی چینــی  زرشــک و زردچوبــه اســت 
به عنــوان وســیله ای بــرای درمــان مجموعــه ای از بیماری هــا 
از جملــه اختــالات سوخت وســاز متابولیــک اســتفاده شــده 
کــه  شــد  گــزارش  تحقیقــی  در  همچنیــن   .)22–19( اســت 
مصــرف بربریــن در موش هــای صحرایــی مبتــا بــه دیابــت 
پروتئیــن GLUT4 می شــود  بیــان  افزایــش  نــوع دو ســبب 
AMPK و  بــر  بــا ایــن حــال، تأثیــرات دقیــق بربریــن   .)23(
یــک )T1D( ناشــناخته  نــوع  GLUT4 در بیمــاران دیابتــی 
گلوکــز  باقــی مانــده اســت. اســتفاده از عوامــل کاهش دهنــدۀ 
خــون بــرای مدیریــت T1D هنــوز در مراحــل اولیــه اســت. 
کــه بربریــن افــزون عــاوه بــر تأثیــرات  نشــان داده شــده اســت 
در  انســولین  بــه  حساســیت  میــزان  خــون،  گلوکــز  کاهنــدۀ 
موش هــای دیابتــی ناشــی از تزریــق استرپتوزوســین را بــالا 
فضــای  در  بربریــن  اصلــی  اقدامــات  از  یکــی   .)24( می بــرد 
کــه  اســت   AMPK نــام  بــه  آنزیمــی  کــردن  فعــال  ســلولی، 
سوخت وســاز  اصلــی  »کلیــد  به عنــوان  آن  از  اوقــات  گاهــی 
ســلول های  در  مذکــور  آنزیــم  می شــود.  یــاد  متابولیــک« 
 ، مغــز جملــه  از  مختلــف  ارگان هــای  گــون  گونا اندام هــای 
مهمــی  نقــش  و  دارد  وجــود  کبــد  و  قلــب  عضــات،  کلیــه، 
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همچنیــن   .)25( می کنــد  ایفــا  سوخت وســاز  تنظیــم  در 
استرپتوزوســین  بــا  دیابتی شــده  حیوانــی  مدل هــای  در 
)STZ(، بربریــن نقــش مهمــی در بازســازی ســلول های بتــای 
حساســیت  افزایــش  انســولین،  ترشــح  افزایــش  پانکــراس، 
کاهــش مقاومــت انســولینی ایفــا  گیرنده هــا بــه انســولین و 

 .)26( می کنــد 
ــن  ــات و همچنی ــج تحقیق ــویی نتای ــه ناهمس ــه ب ــا توج ب
تأثیــرات سوخت وســازی متابولیکــی فعالیــت بدنــی و بربرین، 
همزمــان  مداخلــۀ  تأثیــر  بررســی  هــدف  بــا  پژوهــش  ایــن 
و   AMPK ژن  بیــان  بــر  بربریــن  مکمــل  و  هــوازی  تمریــن 
نــر  صحرایــی  موش هــای  ران  چهارســر  عضلــۀ   GLUT4
گرفــت. در ایــن پژوهــش بــه بررســی  دیابتــی نــوع یــک انجــام 
بربریــن  مکمــل  و  هــوازی  تمریــن  همزمــان  مداخلــۀ  تأثیــر 
ران  چهارســر  عضلــۀ  در   GLUT4 و   AMPK ژن  بیــان  بــر 
نــر دیابتــی نــوع یــک پرداختیــم. در  موش هــای صحرایــی 
واقــع ایــن پرســش در تحقیــق حاضــر مطــرح اســت کــه افــزون 
تأثیــر سوخت وســازی متابولیکــی تمریــن هــوازی و بربریــن، 
آیــا مداخلــۀ همزمــان ایــن دو می توانــد جنبــۀ هم افزایــی در 
نــوع  دیابتــی  نمونه هــای  در   GLUT4 و   AMPK ژن  بیــان 

؟ ــر ــا خی ــد ی ــته باش ــک داش ی
روش پژوهش

بــود.  تجربــی  نــوع  از  تحقیــق  ایــن  پژوهــش:  نمونه هــای 
ــر  بــرای انجــام ایــن تحقیــق از 35 ســر مــوش صحرایــی رت ن
بالــغ نــژاد ویســتار )ســن هشــت هفتــه( تهیه شــده از انســتیتو 
گــرم اســتفاده  پاســتور ایــران، بــا میانگیــن وزنــی 200 تــا 250 
ــاق ویــژۀ  ــه ات شــد. موش هــای صحرایــی پــس از خریــداری ب
مخصــوص حیوانــات واقــع در پردیــس بین الملــل دانشــگاه 
شــهید صدوقــی یــزد انتقــال داده شــدند و در قفس هایــی از 
جنــس پلی بی کربنــات بــه ابعــاد 90×60×40 ســانتی متر قــرار 
گرفتنــد. تمــام شــرایط اســتاندارد از جملــه درجــۀ حــرارت 
بــه  آزاد  دسترســی   ،)40±3  %( نســبی  رطوبــت   ،)24±1°c(
 ، آب و غــذای اســتاندارد )خریداری شــده از شــرکت یهپــرور
ایــران( و چرخــۀ روشــنایی/ تاریکــی 12/12 بــرای موش هــای 
گرفتــه شــد. ماحظــات اخاقــی در ایــن  صحرایــی در نظــر 
کمیتــۀ اخــاق در پژوهــش دانشــگاه پیــام  تحقیــق توســط 
نــور بــا شناســۀ IR.PNU.REC.1400.268 تأییــد شــد. پــس 

آزمایشــگاه  شــرایط  بــا  صحرایــی  موش هــای  ســازگاری  از 
هفت تایــی  گــروه  پنــج  بــه  ســاده،  تصادفــی  به صــورت 
جایگزیــن تقســیم شــدند: 1. کنترل ســالم، 2. کنتــرل دیابتی، 
3. دیابــت + مکمــل بربریــن، 4. دیابــت + تمریــن هــوازی و 5. 
دیابــت + تمریــن هــوازی + مکمــل بربریــن. القــای دیابــت از 
استرپتوزوســین  تک مرحلــه ای  و  داخل صفاقــی  تزریــق  راه 
کیلوگــرم وزن بــدن،  )STZ( بــا دوز 60 میلی گــرم بــه ازای هــر 
 =4PH/5 100( بــا mM( حل شــده در بافــر ســیترات ســدیم
موش هــای  مرگ ومیــر  از  جلوگیــری  بــرای  گرفــت.  صــورت 
گلوکــز خــون، بــه مــدت  تحــت تزریــق  STZبه دلیــل شــوک 
گلوکــز پنــج  48 ســاعت پــس از تزریــق به جــای آب از محلــول 
درصــد اســتفاده شــد. پــس از گذشــت 72 ســاعت از تزریــق 
گلوکــز خــون موش هــا  STZ و 12 ســاعت ناشــتایی، غلظــت 
گلــوکارد 01 ســاخت ژاپــن اندازه گیــری  بــا اســتفاده از دســتگاه 
کــه ســطح قنــد خــون بــالای 300 میلی گــرم  شــد و موش هایــی 
بــر دســی لیتر داشــتند، به عنــوان موش هــای دیابتــی در نظــر 
گرفتــه شــدند. روز پــس از تأییــد دیابــت، مداخلــۀ تمریــن 

هــوازی و مکمل دهــی بربریــن آغــاز شــد.
و  هــوازی  تمریــن  برنامــۀ  پژوهــش:  اجــرای  روش 
هــوازی  تمریــن  پروتــکل  برنامــۀ  بربریــن:  مکمل دهــی 
گــردان ویــژۀ مخصــوص موش هــا  شــامل دویــدن روی نــوار 
ــا تکــرار  )ســاخت شــرکت بــرج صنعــت آزمــا مــدل T.S8000( ب
پنــج روز در هفتــه و بــه مــدت شــش هفتــه انجــام شــد. در 
ــرم  گ ــان هــر جلســۀ تمریــن، به ترتیــب ســه دقیقــه  آغــاز و پای
کــردن بــا ســرعت )4- 5 متــر بــر دقیقــه( انجــام  کــردن و ســرد 
ــر اســاس جــدول 1 انجــام شــد  گرفــت. بدنــۀ اصلــی تمریــن ب
دویــدن  بــه  موش هــا  کــردن  وادار  بــرای   .)27(  )1 )جــدول 
گــردان، بــدون اســتفاده از شــوک الکتریکــی و تنهــا  روی نــوار 
کمــک دســت زدن اقــدام شــد. همچنیــن مکمل دهــی  بــا 
ــا دوز 50 میلی گــرم بــه ازای هــر  گروه هــای تیمــار ب بربریــن در 
گاواژ در تمــام ایــام هفتــه و  کیلوگــرم وزن بــدن از راه ســوزن 
یــک ســاعت پیــش از تمریــن خورانــده شــد. پــودر بربریــن 
استفاده شــده در ایــن تحقیــق از شــرکت ســیگما آلدریــچ بــه 
شناســۀ )141433cas-60-5:( خریــداری شــد. پــودر بربریــن 
و  حــل  ســالین  نرمــال  محلــول  در  تــازه  به صــورت  روز  هــر 

می شــد. آمــاده 

                                                GLUT4 و AMPK  زعفرانی آرانی و همکاراناثر تمرین هوازی و بربرین بر

جدول 1. پروتکل برنامۀ تمرین هوازی
هفتۀ ششمهفتۀ پنجمهفتۀ چهارمهفتۀ سومهفتۀ دومهفتۀ اولمتغیرهای تمرین

17-1718-1418-1415-101015سرعت )متر بر دقیقه(
102020303040مدت )دقیقه(



59

روش های آزمایشگاهی: 
48ســاعت  بافت هــا:  آماده ســازی  و  نمونه بــرداری  روش 
تزریــق  توســط  موش هــا  تمریــن،  جلســۀ  آخریــن  از  پــس 
کتامیــن )75 میلی گرم/کیلوگــرم وزن  داخل صفاقــی داروی 
بــدن( و زایازیــن )10 میلی گرم/کیلوگــرم وزن بــدن( به صــورت 
عمیــق بی هــوش شــدند. ســپس عضلــۀ چهارســر ران از بــدن 
حیــوان جــدا شــده و در داخــل میکروتیــوب پنــج میلی لیتــر 
سی ســی گذاشــته شــد و بافاصلــه در تانــک ازت قــرار داده 

شــد. 
ــۀ چهارســر ران  در روز آزمایــش، قطعــه ای از بافــت عضل
حیوانــات بــه وزن حــدود 100 میلی گــرم جــدا شــده و در یــک 
ســپس  شــد.  داده  قــرار   )4/7=PBS )PH بافــر  میلی لیتــر 
 Basic، IKA 10 T ــزر )مــدل ــا اســتفاده از هموژنای نمونه هــا ب
ــدند.  ــل ش ــاً ح کام ــه  ــج دقیق ــدت پن ــه م ــخ ب ــان( روی ی آلم
محلــول بــه مــدت 20 دقیقــه بــا ســرعت 4000 دور بــر دقیقــه در 
ــفاف  ــع ش ــد. مای ــانتریفیوژ ش ــانتی گراد س ــۀ س ــای 4 درج دم
رویــی بــه یــک میکروتیــوب 1 سی ســی منتقــل شــد. بیــان 
نســبی ژن GLUT4 و AMPK در بافــت عضلــۀ چهارســر ران 
کمی ســازی آن  بــا روش RT-PCR ســنجش شــد و پــس از 
بــا اســتفاده از فرمــول CT∆∆-2، تغییــرات آن محاســبه و 

شــد.  تجزیه وتحلیــل 
بافــت  از  میلی گــرم   70 نخســت   RNA اســتخراج  بــرای 
کامــل  کــردن  عضلــۀ چهارســر ران حیــوان پــس از همــوژن 
کیازیســت، ایــران(  در 1 میلی لیتــر ترایــزول )ســاخت شــرکت 
ریختــه شــد تــا لیــزات ســلول به دســت آیــد. ســپس در مرحلــۀ 
اول مقــدار 200 میکرولیتــر کلروفــرم )ســاخت مجتمــع صنایــع 
ــه نمونه هــا اضافــه شــد و  ــران( ب ــی، ای ــر مجلل شــیمیایی دکت
15 ثانیــه تــکان داده شــد تــا مخلــوط شــوند )بــدون ورتکــس(. 
میکروتیوب هــا بــه مــدت 15 دقیقــه در دمــای محیــط انکوبــه 
شــده و ســپس بــه مــدت 15 دقیقــه در RPM 12000 و دمــای 
4 درجــۀ ســانتی گراد ســانتریفیوژ شــدند. بخــش فــاز شــفاف 
رویــی حــاوی RNA جــدا شــده و به لولۀ کوچــک میکروتیوب 
مایــع  دارای  کوچــک  لوله هــای  بــه  شــد.  منتقــل  دیگــری 
شــفاف رویــی، مقــدار 500 میکرولیتــر ایزوپروپانــول )ســاخت 
مجتمــع صنایــع شــیمیایی دکتــر مجللــی، ایــران( اضافــه شــد 
و دو مرتبــه میکروتیوب هــا ســر و تــه )inverting( شــدند تــا 

محتویــات لوله هــای کوچــک درهــم آمیختــه شــود. ســپس 
بــه مــدت ده دقیقــه در دمــای 20- نگهــداری انکوبــه شــدند. 
به منظــور رســوب RNA، نمونه هــا بــه مــدت ده دقیقــه در 
RPM 12000 و دمــای چهــار درجــۀ ســانتی گراد ســانتریفیوژ 
شــدند. محلــول رویــی تخلیــه شــده و رســوب ها بــا اتانــول 75 
کــه مقــدار  درصــد شست وشــو داده شــدند، بــه ایــن صــورت 
200 میکرولیتــر اتانــول 75 درصــد بــه هــر میکروتیــوب افــزوده 
کامــاً  گرفــت تــا رســوب  شــد و چنــد ثانیــه ورتکــس انجــام 
در اتانــول شســته شــده و ناخالص هــا جــدا شــوند. ســپس 
ســانتریفیوژ در RPM 7500 بــه مــدت پنــج دقیقــه در دمــای 
لوله هــای  و  تخلیــه  رویــی  محیــط  شــد.  انجــام  درجــه   4
کوچــک بــه مــدت 15 دقیقــه روی دســتمال کاغــذی اســتریل 
شــده  نیمه خشــک  رســوب  تــا  شــدند  داده  قــرار  برعکــس 
و الــکل تبخیــر شــود. پــس از نیمه خشــک شــدن رســوب، 
مقــدار 30 میکرولیتــر آب DEPC یــا عــاری از RNase )ســاخت 
شــرکت Thermo، آمریــکا( بــه هــر لولــۀ کوچــک افــزوده شــد تــا 
رســوب RNA در آن حــل شــود. بــرای حــل شــدن رســوب، 
لوله هــای کوچــک بــه مــدت 15 دقیقــه در دمــای 55 درجــه 
در  استخراج شــده   RNA نمونه هــای  ســپس  گرفتنــد.  قــرار 
دمــای 70- درجــه نگهــداری شــدند. مرحلــۀ بعــد ســاخت 
مــواد  همــۀ  ابتــدا  منظــور  ایــن  بــرای  بــود.   cDNA ســنتز 
کیــت از دمــای 20- و نمونه هــا از 70- درجــه خــارج شــده و 
پــس از آب شــدن بــه روی یــخ جابه جــا شــدند. مــواد پیــش 
بــرای تهیــۀ  کوتــاه و اســپین شــدند.  از اســتفاده، ورتکــس 
 ،RT آنزیــم  به همــراه   RT بافــر  میکرولیتــر   5  ،RT میکــس 
آغازگــر پرایمــر طراحــی شــده )جــدول 2( و 3  1 میکرولیتــر 
میکرولیتــر آب DEPC مخلــوط شــد و ســپس در حجم هــای 
توزیــع  میلی لیتــری   0/2 میکروتیوب هــای  در  میکرولیتــر   9
شــد. لوله هــای کوچــک آماده شــده حــاوی ترکیبــی از RT و 
نمونــۀ RNA در دســتگاه Dry block heater ســاخت شــرکت 
گذاشــته شــد و برنامــۀ دمایــی زیــر )جــدول  کیــاژن، ایــران 
گرفــت. نمونه هــای cDNA آماده شــده تــا زمــان  3( انجــام 
 Easy کیــت  از  شــدند.  نگهــداری  درجــه   -20 در  اســتفاده 
ایــران  cDNA Synthesis Kit ســاخت شــرکت پارس تــوس، 

ــد. ــتفاده ش ــنتز cDNA اس ــرای س ب
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GAPDH کنترل گرهای GLUT4 و AMPK به همراه ژن  جدول 2. توالی پرایمرآغاز
ژن توالی آغازگر پرایمر

f-r-Glut4 GAACTGGGAAGCTGGAGGGAG
R-r-Glut4 TAGGGGTAAGAGGAAGGCAGGA
r-AMPK F TGTGTTCAAAGTCTGCTGCC
r-AMPK R ACGCTGTAAGGTCTGGTCAA

r-GAPDH-F AGGTCGGTGTGAACGGATTTG
r-GAPDH-R TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

cDNA  جدول 3. پروتکل برنامۀ دما در ساخت
Real-Time برنامۀ

درجۀ سانتی گراددقیقه

X1

10

60

5

25

47

85RT-PCR
X124Cooling

                                                GLUT4 و AMPK  زعفرانی آرانی و همکاراناثر تمرین هوازی و بربرین بر

کمــی تغییــرات بیــان ژن، مــواد لازم بــرای  بــرای بررســی 
اســپین  و  ورتکــس  کمــی  و  شــده  درآورده  فریــزر  از   PCR
گرفــت. ســپس در هــر محلــول مقــدار یــک  روی یــخ انجــام 

میکرولیتــر از نمونــۀ cDNA موردنظــر افــزوده شــد و حجــم 
کنــش PCR بــه 10 میکرولیتــر رســانده شــد و  نهایــی هــر وا

ســپس برنامــۀ دمایــی زیــر )جــدول 4( اجــرا شــد. 

RT- PCR  جدول 4. پروتکل برنامۀ دمایی در
Real-Time PCR برنامۀ

Acquisition modeچرخهزمان درجۀ حرارت )سانتی گراد(مراحل

خاموش5X1 دقیقه95دناتوره کردن
تکثیر

)Amplification(

95

60

72

15 ثانیه

20-15 ثانیه

30-15 ثانیه

X40خاموش

خاموش

روشن

منحنی ذوب

)Melt curve(

95

65

65---95، :Slope  0/3

15 ثانیه

1 دقیقه

X1خاموش

خاموش

روشن
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خاموش20X1 ثانیه30سرد کردن

                                                                                      

  

                
GAPDH و  AMPK ،GLUT4 شکل 1. مرحلۀ تکثیر و منحنی ذوب
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اطمینــان  بــرای  شــاپیروویلک  آزمــون  از  آمــاری:  تحلیــل 
از توزیــع هنجــار داده هــا و همچنیــن از آزمــون لــون بــرای 
از  پــس  شــد.  اســتفاده  داده هــا  واریانــس  همگنــی  بررســی 
کنــش هنجــار نرمالیتــی و همگنــی واریانــس توزیــع  تأییــد پرا
ژن  بیــان  میانگیــن  تغییــرات  بررســی  به منظــور  داده هــا، 
آزمــون  از  بین گروه هــا،  و  درون گروهــی   AMPK و   GLUT4
تحلیــل واریانــس یکراهــه )ANOVA( در ســطح معنــاداری 
P>0/05 و آزمــون تســت تعقیبــی توکــی اســتفاده شــد. تمامــی 
 SPSS مراحــل آمــاری بــا بهره گیــری از بــا اســتفاده از نرم افــزار

گرفــت.  نســخۀ 23 انجــام 

نتایج
کاهــش معنــاداری در  بــر پایــۀ نتایــج، القــای دیابــت ســبب 
چهارســر  عضلــۀ  در   AMPK و   GLUT4 ژن  بیــان  میــزان 
ران موش هــای صحرایــی دیابتــی شــد )0P/0001=( )جــدول 
گروه هــای )دیابــت+  6(. میــزان بیــان ژن ایــن دو متغیــر در 
بربریــن(  هــوازی+  تمریــن  )دیابــت+  و  هــوازی(  تمریــن 
کــرد  کنتــرل دیابتــی افزایــش معنــاداری پیــدا  گــروه  نســبت بــه 
بربریــن(  )دیابــت+  گــروه  در  افزایــش  ایــن  امــا   ،)=0P/0001(
گــروه  نبــود )0P/05<( )شــکل 2(. همچنیــن در  معنــاداری 
گــروه )دیابــت+  )دیابــت+ تمریــن هوازی+بربریــن( نســبت بــه 
افزایــش   AMPK و   GLUT4 ژن  بیــان  میــزان  بربریــن(، 

.)2 )شــکل   )<0P/005( داد  نشــان  معنــاداری 

                                                GLUT4 و AMPK  زعفرانی آرانی و همکاراناثر تمرین هوازی و بربرین بر

گروه های مورد بررسی  گلوکز خون در  جدول 5. میانگین و انحراف استاندارد وزن بدن و 
تمرین هوازی+بربرینبربرینتمرین هوازیکنترل دیابتیکنترل سالممتغیر

وزن بدن

گرم( ( 

پیش از 

مداخله

پس از مداخله

244/12±21/3

314/21±8/11

243/13±3/13

178/10±9/98

244/11±4/21

247/8±4/63

243/13±8/34

194/15±8/11

245/18±1/51

300/16±4/15

گلوکز خون 

)mg/dl(

پیش از 

مداخله

پس از مداخله

99/07±13/15

97/08±8/54

417/38±45/29

501/25±21/36

420/±12 29/65

324/45±33/21

420/54±36/54

379/25±21/34

419/24±41/26

267/28±17/21

گروه هاست( جدول 6. نتایج آزمون تحلیل واریانس یکراهۀ متغیرهای مورد بررسی )علامت * نشان دهندۀ وجود اختلاف معناداری بین 
FPمیانگین مربعاتدرجات آزادیمجموع مربعاتمنبع تغییراتمتغیر

GLUT4

بین گروهی

درون گروهی

کل

0/2326

0/05746

0/2901

4

15

19

0/05815

0/00383115/18*0/0001

AMPK

بین گروهی

درون گروهی

کل

0/2654

0/03517

0/3005

4

15

19

0/06634

0/00234528/3* 0/0001

گروه های پژوهش. )علامت )*( نشان دهندۀ اختلاف معنادار                شکل 2. مقایسۀ میانگین تغییرات بیان نسبی ژن GLUT4 و AMPK در 
کنترل سالم، )†( نشان دهندۀ اختلاف معنادار  گروه  کنترل دیابت، علامت )#( نشان دهندۀ اختلاف معنادار نسبت به  گروه  نسبت به 

گروه دیابت+ بربرین است( نسبت به 
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بحث و نتیجه گیری 
بــر اســاس نتایــج ایــن پژوهــش، مصــرف بربریــن بــا دوز 50 
mg/kg بــه مــدت شــش هفتــه اثــر معنــاداری بــر بیــان ژن 
موش هــای  ران  چهارســر  عضلــۀ  در   GLUT4 و   AMPK
و  به تنهایــی  تمریــن هــوازی  امــا  نــدارد،  صحرایــی دیابتــی 
همچنیــن تــوأم بــا مصــرف بربریــن دارای تأثیــرات هم افزایــی 
مثبــت بــوده و ســبب افزایــش معنــاداری بــر بیــان ژن ایــن دو 
ــا نتایــج بیشــتر  متغیــر شــده اســت )شــکل 2(. ایــن نتیجــه ب
همــکاران  و  گوجــی  ا  .)28-12  ،14( همسوســت  مطالعــات 
کــه  )2013( نیــز در پژوهــش خــود بــه ایــن نتیجــه رســیدند 
به صــورت  هــوازی  تمریــن  انجــام  و  فاونوئیدهــا  مصــرف 
ایجــاد   GLUT4 ژن  بیــان  بــر  معنــاداری  تأثیــر  گانــه،  جدا
 AMPK ــا یکدیگــر بیــان ژن ــی ترکیــب ایــن دو ب نمی کنــد، ول
کینــاز وابســته  و GLUT4 را افزایــش می دهــد )29(. پروتئیــن 
بــه  AMP )AMPK( نقــش حیاتــی در رونــد تنظیــم انــرژی 
بــدن دارد. بربریــن ممکــن اســت حساســیت بــه انســولین را 
افزایــش دهــد و چاقــی سراســری سیســتمیک را بــرای حفــظ 
بافت هــای  در   AMPK فعال ســازی  طریــق  از  راه  از  گلوکــز 
ــد )1(.  ــش ده کاه ــی  ــت چرب ــات و باف ــه عض ــدد از جمل متع
را   )GLUT4(  4- گلوکــز ناقــل  انتقــال  بربریــن  مثــال،  بــرای 
 ،AMPK کــردن بــه غشــای پاســمایی ارتقــا داده و بــا فعــال 
کاردیومیوســیت های H9c2 مقــاوم  حساســیت بــه انســولین 
اصلــی  )30(. دو ســازوکار  افزایــش می دهــد  را  انســولین  بــه 
کــردن مســیر AMPK ذکــر شــده اســت،  بربریــن بــرای فعــال 
نتیجــه  در  و  میتوکنــدری  تنفســی   I کمپلکــس  مهــار  یکــی 
تحریــک فعالیــت AMPK اســت )31،32( و دیگــری تنظیــم 
به طوری کــه  چربــی  بافــت  در   )SIRT1(  1 ســیرتوئین  بیــان 
مســیر AMPK می توانــد فعــال شــود )33(. در زمــان فعالیــت 
بدنــی ATP بــه ADP و AMP و فســفات شکســته می شــود 
AMPK ســبب  AMPبــا تحریــک  انــرژی می کنــد.   تولیــد  و 
ســاخته شــدن ATP می شــود. همچنیــن بــر اســاس شــواهد، 
ــت  ــر فعالی ــۀ ATP در اث ــل از تجزی ــادۀ حاص ــک م ــه ی ک  ADP
بدنــی اســت نیــز بــا تحریــک AMPK در ســاخت ATP نقــش 

.)11( دارد 
، AMPK ســبب انتقــال GLUT4 توســط   از ســوی دیگــر
ایــن  در   AMPK می شــود.   aPKC و   AS160 پروتئیــن  دو 
مســیر طــی کاهــش ســطح انــرژی، آندوســیتوز GLUT4 را کــم 
می کنــد تــا انــرژی مــورد نیــاز ســلول هنــگام ورزش بــا جــذب 
ــق  ــج تحقی ــاس نتای ــر اس ــود )34(. ب ــن ش ــز تأمی گلوک ــتر  بیش
بــا افزایــش  ، میــزان بیــان ژن GLUT4 نیــز همــگام  حاضــر

در  صحرایــی  موش هــای  ران  چهارســر  عضلــۀ  در   AMPK
هــوازی+  )تمریــن  گــروه  همچنیــن  و  هــوازی  تمریــن  گــروه 
کنتــرل دیابتــی، افزایــش معنــادار  گــروه  بربریــن( نســبت بــه 
انقبــاض  بــا  ورزش  هنــگام  در   .)2A )شــکل  اســت  داشــته 
سیتوپاســم  بــه  آندوپاســمیک  شــبکۀ  از  کلســیم  عضلــه، 
کلســیم  ثانویــۀ  پیام بــر  صــورت  ایــن  بــه  و  می شــود  رهــا 
بــا  کالمودولیــن،  کلســیم  و  می کنــد  فعــال  را  کالمودولیــن 
اســت،   AMPK از  جــدا  مســیری  کــه   aPKC فعال ســازی 
از  پــس   AMPK همچنیــن  می شــود.  گلوکــز  جــذب  ســبب 
ــول HDAC5 را  ــه، مولک ــاض عضل ــگام انقب ــدن، هن ــال ش فع
عاملــی    MEF2 می کنــد.  آزاد  را   MEF2 و  کــرده  فســفوریله 
کــرده و  کــه نســخه برداری مولکــول SLC2A4 را فعــال  اســت 
بدین صــورت ذخایــر GLUT4 افزایــش پیــدا می کنــد. از راه 
 GLUT4 ورزش ســبب افزایــش بیــان ، از طریــق ایــن ســازوکار
ــۀ اســکلتی شــده و همیــن مســئله موجــب افزایــش  در عضل
نتیجــه  در  و  انســولین  گیرنــدۀ  پروتئین هــای  محتــوای 
انســولین در ســلول های عضانــی  بــه  افزایــش حساســیت 
گزارشــی مبنــی بــر عــدم تأثیرپذیــری  می شــود )34(. هرچنــد 
شــش هفتــه تمریــن هــوازی بــا شــدت متوســط بــر میــزان 
شــد  دیــده  دیابتــی  موش هــای  دوقلــوی  عضلــۀ   GLUT4
کــه بــه گمــان فــراوان به احتمــال زیــاد، ایــن ناهمســویی   )35(
ممکــن اســت بــه تفــاوت در عضلــۀ مــورد بررســی یــا برنامــۀ 

پروتــکل تمرینــی ارتبــاط داشــته باشــد.
پروتئین هــای  مهــار  راه  از  نیــز  بربریــن  طرفــی  از 
 ،AMPK ــردن ک ــال  ــا فع ــوژن )MAPK( و ب ــا میت ــده ب فعال ش
در  و  می شــود  انســولین  بــه  حساســیت  افزایــش  ســبب 
جــذب بیشــتر گلوکــز و تحریــک GLUT4 اثرگــذار اســت )36(. 
کــه بربریــن بیــان  در تحقیقــی دیگــر نیــز نشــان داده شــد 
کــه به طــور بالقــوه بــا  GLUT4 را افزایــش می دهــد، فعالیتــی 
گلوکــز وابســته مرتبــط  کنتــرل سوخت وســاز  توانایــی آن در 
 IRS کــه بربریــن بیــان  اســت )37(. مشــخص شــده اســت 
نتیجــه پیام رســانی ســیگنالینگ  و در  افزایــش می دهــد  را 
وجــود  شــواهدی   .)38( می کنــد  فعــال  را   PI3K/AKT
پیام رســانی  می دهــد  نشــان  پیشــین  یافته هــای  کــه  دارد 
و   )39( MAPK بــر فعال ســازی   PI3K/AKT ســیگنالینگ
کاهــش بیــان GLUT4 تأثیــر دارد و ســبب اختــال در تحمــل 
 ،P38 گلوکــز می شــود )40(. همچنیــن بربریــن از راه ســرکوب
ERK و JNK ســبب کاهــش بیــان پروتئیــن MAPK و افزایش 
بیــان GLUT4 می شــود )41(. تحقیقــات نشــان داده اســت 
کــه در بیمــاران دیابتــی مقــاوم بــه انســولین، فعالیــت محــور 
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-آدرنــال )HPA( افزایــش می یابــد و  هیپوتالاموس-هیپوفیز
گلوکوکورتیکوئیدهــا از غــده آدرنــال  پــس از آن میــزان ترشــح 
و خطــر بــروز هایپرگایســمی را افزایــش می دهــد )43,42(. 
گلوکــز  از  اســتفاده  و  جــذب  می تواننــد  گلوکوکورتیکوئیدهــا 
روی  بــر  آن  اثــر  و   GLUT4 انتقــال  مهــار  بــا  را  محیطــی 
راه  از  بربریــن   .)45,44( دهنــد  کاهــش  اســکلتی  عضــات 
مهــار مســیر محــور HPA، می توانــد بیــان mRNA و پروتئیــن 
GLUT4 را در عضلــۀ اســکلتی موش هــای صحرایــی دیابتــی 
گزارش شــدۀ  افزایــش دهــد )46(. علی رغــم تأثیــرات مثبــت 
بربریــن بــر AMPK و GLUT4 )36، 39–41(، افزایــش ایــن 
دو عامــل در عضلــۀ چهارســر ران موش هــای صحرایــی در 
ایــن  گویــا  نبــود.  معنــادار   50  mg/kg دوز  بــا  بربریــن  گــروه 
ناهمســویی به دلیــل دوز پایین تــر بربریــن، نحــوۀ مصــرف آن 

ــد.  ــرف آن باش ــاه مص کوت ــان  ــدت زم ــا م ی
ــدار ــه مق ــن ب ــرف بربری ــق، مص ــن تحقی ــج ای ــۀ نتای ــر پای ب
 AMPK 50 به تنهایــی اثــر معنــاداری بــر بیــان ژن  mg/kg
صحرایــی  موش هــای  ران  چهارســر  عضلــۀ  در   GLUT4 و 
هــوازی  تمریــن  انجــام  امــا  نــدارد،   STZ بــا  دیابتی شــده 
اثــر معنــاداری اســت. همچنیــن مصــرف  به تنهایــی دارای 
دارای  هــوازی،  تمریــن  بــا  تــوأم   mg/kg  50 دوز  بــا  بربریــن 
و   AMPK ژن  بیــان  میــزان  و  اســت  هم افزایــی  تأثیــرات 
می کنــد.  دوچنــدان  ران  چهارســر  عضلــۀ  در  را   GLUT4
کنــار تمریــن هــوازی، مصــرف  بنابرایــن توصیــه می شــود در 
تجویــز  دیابتــی  نمونه هــای  در  مناســب  دوز  بــا  بربریــن 
شــود. نتایــج ایــن تحقیــق بــا احتیــاط زیــاد، ممکــن اســت 
هرچنــد  باشــد،  تعمیــم  قابــل  انســانی  نمونه هــای  بــه 
از  اســت.  نیــاز  بالینــی  تحقیقــات  پژوهش هــای  بــه 
کنتــرل  عــدم  بــه  می تــوان  تحقیــق  ایــن  محدودیت هــای 
اســترس  میــزان  همچنیــن  و  مصرفــی  آب  و  غــذا  میــزان 
تحقیقــات  بــرای  ازایــن رو  کــرد.  اشــاره  موش هــا  بــه  وارده 
آینــده توصیــه می شــود مقــدار غــذا و آب مصرفــی حیوانــات 
ــایر  ــا س ــگام ب ــا هم ــود ت ــت ش ــق ثب ــور دقی ــری و به ط اندازه گی
گلوکــز خــون، تغییــرات  نتایــج به خصــوص تغییــرات میــزان 
شــود،  بررســی  مختلــف  گروه هــای  در  آب  و  غــذا  مصــرف 
کــه در توجیــه بهتــر نتایــج می توانــد بســیار کمک کننــده  چرا

باشــد.
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