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 Abstract 

Background. Diabetes is associated with inflammation. In this study, the effect of 

melatonin on the expression of inflammatory genes and the extracellular signal-

related kinase/nuclear factor-kappaB (ERK/NF-κB) signaling pathway was 

investigated in the lung tissue of type 1 diabetic mice. 

Methods. Adult male mice weighing 25‒30 g were randomly divided into 4 groups of 

10, including control (C), control + melatonin (CM), diabetic (D), and diabetic + 

melatonin (DM). Streptozotocin (50 mg/kg) was used to induce diabetes. The tumor 

necrosis factor-alpha (TNF-α) protein level in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) 

was measured by the ELISA test, and the expression of IL-1β, ERK, and NF-κB genes 

was calculated using the real-time polymerase chain reaction technique. 

Results. The findings showed that the concentration of the TNF-α protein in the BALF 

of groups D and DM was significantly higher than that in group C (P<0.001). The 

amount of this protein in the DM group significantly decreased compared to the D 

group (P< 0.05). The expression levels of ERK, IL-1β, and NF-κB genes in the lung 

tissue of the D and DM groups increased significantly compared to the C and CM 

groups (P< 0.001). However, the expression levels of these genes in the DM group 

significantly decreased compared to the D group (P< 0.05, P < 0.001, P < 0.01). 

Conclusion. The results of the present study revealed that melatonin inhibited the 

expression of inflammatory markers and the ERK/NF-κB signaling pathway in the 

lung tissue of diabetic mice. 

Practical Implications. It seems that the induction of diabetes caused an increase in 

inflammation in the lung tissue of mice, and treatment with melatonin reduced inflammation. 
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Extended Abstract 

 

Background 

Diabetes mellitus (types 1 and 2) causes systemic 

inflammation in the lung tissue. Melatonin, a 

neurohormone, shows anti-inflammatory and 

antioxidant effects. The extracellular signal-related 

kinase/nuclear factor-kappaB (ERK/NF-κB) 
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pathway is involved in inflammatory reactions.  

NF-κB is a transcription factor that is inactive in the 

cytoplasm and is bound to an inhibitory protein. ERK 

is one of the factors that play a role in transmitting 

messages from the cell surface to the cell nucleus. 

This factor is phosphorylated in response to allergens 

and sends a message that leads to the separation of 

NF-κB from the inhibitory factor and its transfer to 

the cell nucleus, causing inflammatory reactions. 

The activity of the ERK/NF-κB pathway was 

increased in asthma, and its inhibition reduced 

airway inflammation. Therefore, the effect of 

melatonin on the expression of inflammatory genes 

and the ERK/NF-κB signaling pathway was 

examined in the lung tissue of type 1 diabetic mice. 

Animal Grouping 

The 40 male mice (BALB/c) were divided into 

the control group (C), C group + melatonin (CM), the 

diabetic group (D), and the D group + melatonin 

(DM). To induce diabetes in diabetic groups, after 8 

hours of fasting, streptozotocin (50 mg/kg) was 

administered as a single dose dissolved in 0.1 mmol 

sodium citrate buffer (pH=4.5) and injected into 

peritoneal. Three days after the streptozotocin 

injection, a blood sample of the tail vein was 

obtained, and blood sugar was determined using a 

digital glucometer. An animal with a glucose level 

higher than 250 mg/dL was considered diabetic. For 

the melatonin investigation, melatonin (3 mg/kg) 

was injected intraperitoneally twice a week for four 

weeks. Two weeks after the last injection, the 

animals were sacrificed by ketamine (100 mg/kg) 

and xylazine (10 mg/kg), and their lung tissue was 

collected. 

Enzyme-linked Immunosorbent Assay  

ELISA test and a rat tumor necrosis factor alpha 

(TNF-α) ELISA kit were used to determine the TNF-

α protein level in the bronchoalveolar lavage fluid 

(BALF). Absorbance was recorded after 30 minutes 

using a microplate reader (Biotek) at 450 nm. 

Real-time Polymerase Chain Reaction for IL-1β, ERK, 

and NF-κB Genes 

Then total RNA was extracted from homogenized 

lung tissue using a special kit (FABRK001, 

Favorgen). A commercial cDNA synthesis kit 

(A101161, ParTous) was utilized for cDNA 

synthesis. The RT-PCR technique was performed 

using SYBR Green qualitative PCR Master Mix 

(YT2551, Yekta Tajhiz Azma). The ratio of the 

target and reference (β-actin) genes was considered 

as the gene expression change.  

Statistical Analysis 

The quantitative results obtained from the present 

study were expressed as means ± standard errors of 

the mean and were compared using a one-way 

analysis of variance and Tukey’s supplementary test. 

SPSS 19 and GraphPad Prism 8 were employed to 

perform statistical calculations and draw graphs, 

respectively. The criterion for the significance of 

results in this design was P<0.05. 

 

Results 

Examination of the Level of the TNF-ɑ Protein in 

Bronchoalveolar Lavage Fluid 

The results of the ELISA test demonstrated that 

the level of the TNF-α protein in the BALF of the D 

groups was significantly higher than that of the TNF-

α protein in the BALF of the C group (P<0.001). 

Treatment with melatonin in the DM group 

significantly reduced the amount of the TNF-α 

protein in the BALF compared to the D group 

(P<0.05). In addition, the level of the TNF-α protein 

in the CM group did not show a significant difference 

compared to the C group (P>0.05). 

Investigation of IL-1β Gene Expression in Lung Tissue 

RT-PCR results revealed that IL-1β gene 

expression in the lung tissue of the D and DM groups 

increased significantly compared to the C and CM 

groups (P<0.001). Further, treatment with melatonin 

in the DM group significantly reduced IL-1β gene 

expression in comparison to the D group (P<0.05). 

There was no significant difference in IL-1β gene 

expression between the C and CM groups (P>0.05). 

Examination of NF-κB Gene Expression in Lung Tissue 

Our results showed that the level of NF-κB gene 

expression in the lung tissue of the D group was 

significantly increased compared to the C group 

(P<0.001). Treatment with melatonin in the DM 

group significantly reduced the expression of this 

gene in comparison to the D group (P<0.05). The 

level of NF-κB gene expression in the CM group 
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compared to the C group represented no significant 

difference (P>0.05). 

Investigation of ERK Gene Expression in Lung Tissue 

According to the obtained results, the level of 

ERK gene expression in the lung tissue in the D 

groups was significantly increased compared to the 

C group (P<0.001). Treatment with melatonin in the 

DM group significantly reduced this ratio in 

comparison to the D group (P<0.01). The level of 

ERK gene expression in the CM group demonstrated 

no significant difference compared to the C group 

(P>0.05). 

 

Conclusion 

The findings of the present study confirmed that 

melatonin reduces the expression of inflammatory 

genes in BALF and lung tissue of diabetic mice. 

Probably, melatonin decreases inflammation in the 

lung tissue of type 1 diabetic mice by suppressing the 

ERK/NF-κB signaling pathway. 
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 چکیده 
سیر های التهابی و مبر بیان ژندر این مطالعه اثر ملاتونین همراه است.  با بروز التهاببیماری دیابت  زمینه.
 .بررسی شد 3های سوری مبتلا به دیابت نوع در بافت ریه موش ERK/ NF-κBالینگ  سیگن
 کنترل: شدند تقسیم تایی 34 گروه 0 به تصادفیطور گرم به  14تا  52بالغ با وزن  نر سوری هایموش .کارروش

(C)، ملاتونین+  کنترل (CM)، دیابتی (D) ملاتونین+  دیابتی و (DM .)داروی از دیابت القا برای 
آلوئولار توسط تست  برونش لاواژ مایع در TNF-α پروتئین سطح .شد استفاده( mg/kg 54) استرپتوزوتوسین

 ی شد.ر یگاندازه real time PCRبا استفاده از تکنیک  NF-κB و IL-1β ،  ERKهایبیان ژن الایزا و
 نسبت DMو  D هایآلوئولار گروه برونش لاواژ مایع در TNF-ɑپروتئین  ها نشان داد که غلظتیافته .هایافته

طور به Dنسبت به گروه  DM میزان این پروتئین در گروه(. >443/4P) داشت افزایش داریمعنیطور به C گروه به
و  D هایگروه ریه بافت در NF-κBو  ERK ،IL-1βهای ژن بیان میزان(. >42/4P) یافت کاهش داریمعنی
DM گروه به نسبت C  و گروهCM یافت  افزایش داریمعنیطور به(443/4P< .) گروه درها ژنمیزان بیان این 
DM گروه به نسبت D یافت  کاهش داریمعنیطور به(42/4P< ،43/4P<  443/4وP<). 

 میزان بیان مارکرهای التهابی و مسیر سیگنالینگ ملاتونین که داد نشان حاضر مطالعه تایج .گیرینتیجه
ERK/NF-κB مهار کرد. دیابتی را هایبافت ریه موش در 

که   شودکه القای دیابت باعث افزایش التهاب در بافت ریه موش سوری میرسد  به نظر می .پیامدهای عملی
 شود.درمان با ملاتونین موجب کاهش التهاب می

 
 مقدمه

سوخت و سازی )متابولیک( در بدن  در حقیقت اختلالدیابت 
این بیماری با افزایش قند خون و دفع گلوکز در ادرار تشخیص  .است

در این بیماری توانایی تولید هورمون انسولین از بین  3.شوده میداد
 ابتدیشوند. های بدن در برابر انسولین مقاوم میرود و یا سلولمی
 سپانکرا بتای هایسلول تخریب یک، نوع باشد که درمی نوع دو

شود و در نوع دو، مقاومت نسولین میا تولید نقص به منجر
های بدن به انسولین مانع عملکرد طبیعی این سلول روندهشیپ

 ایمنی خود بیماری یک 3 نوع دیابتدرواقع  5.شودهورمون می

 شامل را دیابت به ابتلا موارد کل درصد 34 تا 2حدود  که است
 مبودک باعث پانکراس بتا هایسلول تخریب بیماری این شود. درمی

 واسیدوزکت به تمایل و هایپرگلیسمی به منجر که شودمی انسولین
های بتای پانکراس در دیابت عامل اصلی تخریب سلول 1شود.می

واکنش ایمنی نامناسب بدن است که منجر به بروز واکنش  ،نوع یک
 بروز باعث بیماران این در خون قند افزایش 1شود.میی التهاب

 تیدرنها و شده شدید چشمی و عروقی، مغزی کلیوی، قلبی عوارض
بت، دیا بیماری دروجود التهاب سیستمیک  شود.میمنجر به مرگ 
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 و کلاژن بافت زیاد و مقادیرتوجه قابل عروقی بستر همچنین
 قند ایشافز  در آسیب مستعد را ریه ریه، پارانشیم بافت در الاستین

 ءرسد افزایش قند خون از طریق القابه نظر می 0کند.می مزمن خون
باعث بروز تغییرات  ویداتیاکسهای التهابی و استرسواکنش

ه به مفهوم ب ویداتیاکساسترس 2شود.میپاتولوژیک در بافت ریه 
و سیستم اکسیژن های فعال هم خوردن توازن بین گونه

های و رادیکال اکسیژن های فعالبدن به نفع گونه یدانیاکسیآنت
 مدتیفعالیت بدنی شدید و طولان که عواملی همچون  آزاد است

تواند می ویداتیاکسشود. ضمناً استرس آنتواند منجر به بروز می
ف از های مختلبسیاری از بیماریباعث تسریع پدیده پیری و بروز 

دیگر  مطالعه یک نتایج 4.قبیل سرطان و سندرم متابولیک شود
ر د TNF-α و CRP مثل التهابی عوامل سطح بودن بالا که داد نشان

بی در های التهاتواند باعث بروز واکنشسرم مبتلایان به دیابت می
 ضد مطالعات قبل اثرات 4.ها شودکاهش عملکرد ریهبافت ریه و  

 یمتنظ با اند. این موادرا گزارش کرده اکسیدانمواد آنتی دیابتی
 هب مقاومت کاهش و انسولین ترشح بهبود، گلوکز متابولیسم

 کاهشو   HbA1c سطح تنظیم و عروق عملکرد بهبود، انسولین
 4بخشند.می بهبود را دیابت وضعیت، ویداتیاکساسترس نشانگرهای

فان تریپتو ینهیدآمیملاتونین نوروهورمونی است که در مغز از اس
د پیری ،ض یشود و اثرات ضدالتهابی هیپوفیز ساخته میتوسط غده

بر اساس  9.های مختلف ثابت شده استاکسیدان آن در بافتو آنتی
ستقیم طور متوانا، به دانیاکسیعنوان یک آنتتونین بهملا  ،مطالعات
صورت یک محصول نهایی متابولیزه های آزاد، ترکیب و بهبا رادیکال

 ویداتیاکساسترس شرایط از ناشی متعدد عوارض ملاتونین شود.می
 پانکراس و عروقی -قلبی کلیوی، کبدی، ریوی، هایآسیبازجمله 

 دهد. همچنین، ملاتونینمی کاهش دیابت به مبتلا حیوانات در را
 ابیالته هایواکنش طی در کهیطور . بهاست یضدالتهاب اثرات دارای

 از  ملاتونین. شودمی بافت موجب کاهش و مهار تخریب این ماده
موجب کاهش ، سمی آزاد هایرادیکال مستقیم بردن بین از طریق

 مسیرهای از یکی 34شود.می هااندام تمام در هاماکرومولکول آسیب
 یرریه مس بافت در التهابی هاینشواک ایجاد در درگیر مهم و اصلی

κB-ERK/NF 33. است κB-NF (kappaB-nuclear factor) ر یک فاکتو
و متصل  رفعالیشکل غبه  رونویسی است که در سیتوپلاسم سلول

که در پاسخ به عامل  وجود دارد IκBsبه یک پروتئین مهاری به نام 
تواند از پروتئین مهاری جدا شده و وارد هسته سلول التهابی می

یکی از  35.التهابی شود یهانیتوکایشود و باعث افزایش بیان سا
 ،فاکتورهایی که در انتقال پیام از سطح سلول به هسته نقش دارد

ERK (Extracellular signal-regulated kinase )از عضوی که باشدمی 
است.  MAPKs (mitogen activated protein kinases) خانواده

 پاسخ به آلرژناین فاکتور در اند که مطالعات قبلی نشان داده
ه منجر ب تاً یشود که نهامی میپیا ارسال باعث و شده فسفریله
از عامل مهاری، انتقال شکل فعال آن به هسته  NF-κBی جداساز 

دهد  ها نشان میبررسی 35.شودالتهابی میهای سلول و بروز واکنش
در بیماری آسم زیاد  ERK/NF-κBکه فعالیت مسیر سیگنالینگ 

شده و مهار این مسیر باعث کاهش التهاب مجاری هوایی و بهبود 
-ملاتونین اثرات آنتی نکهیابا توجه به  31, 35.شودعلائم آسم می

-ERK/NFی دارد و اثر آن بر مسیر سیگنالینگ ضدالتهاباکسیدانی و 

κB در  الذهای سوری دیابتی بررسی نشده بود، در بافت ریه موش
در  ی التهابیهاژنبر این مسیر و بیان ثر ملاتونین ا این مطالعه ما

 مطالعه کردیم. های سوری دیابتی رابافت ریه موش
 

 کارروش
در  BALB/cبا نژاد  سر موش سوری نر بالغ 04در این مطالعه از 

گرم استفاده شد. حیوانات از مرکز پرورش   14تا  52محدوده وزنی 
حیوان  هایخریداری و در قفسحیوانات دانشگاه علوم پزشکی تبریز 

ساعت  35داروئی در شرایط نوری  -خانه مرکز تحقیقات کاربردی 
 درجه 55±5ساعت تاریکی و با درجه حرارت  35روشنایی و 

 ذایغ و آب به آزادانه دسترسی شد. حیوانات نگهداری گرادسانتی
این مطالعه در کمیته اخلاق پزشکی دانشگاه علوم . داشتند کافی

تأیید  IR.TBZMED.VCR.REC.1398.297پزشکی تبریز با کد اخلاق 
 با ارک کمیته دستورالعملبر اساس  شده است. تمامی آزمایشات

  .شد انجام تبریز پزشکی علوم دانشگاه آزمایشگاهی حیوانات

  0ه ب تصادفیطور به حیوانات محیط با سازش از بعد هفته یک
 کنترل ( گروهCکنترل ) گروه :شدندتایی به شرح زیر تقسیم  34گروه 

. (DMملاتونین )+  دیابتی ( گروهDدیابتی ) ( گروهCMملاتونین )+ 
از ساعت ناشتایی،  4های دیابتی، بعد از منظور القا دیابت در گروهبه

دوز صورت تکبه (بر کیلوگرم گرمیلیم 24)داروی استرپتوزوتوسین 
 قیتزر و ، PH=2/0میلی مول بافر سدیم سیترات،  3/4حل شده در 

ساعت بعد از  45دیابت،  دییجهت تأ .داخل صفاقی استفاده شد
تزریق استرپتوزوتوسین، با ایجاد یک جراحت کوچک توسط لانست 
در دم حیوانات، یک قطره خون بر روی نوار گلوکومتری قرار گرفته و 

 ,.Norditalia Elettromedicali S.r.I) ستگاه گلوکومترسپس توسط د

Italy)  عنوان شاخص در دسی لیتر به گرمیلیم 524قند خون بالای
همچنین میزان قند خون در ابتدا  .دیابتی شدن در نظر گرفته شد

ی اثرات برای بررس. شدقبل از القا دیابت و دریافت ملاتونین کنترل 
 کیلوگرم هر ازای به گرممیلی 1 میزان به ملاتونین، مقدار ملاتونین

 داخلصورت به بار  دو هفته هر ووزن بدن به مدت چهار هفته 
  DMSOبرای حل کردن ملاتونین از حلال  30شد. تزریق صفاقی
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از  هفته بعد ششهفته بعد از آخرین تزریق ) دو استفاده شد.
 و (mg/kg 100کتامین ) تزریق داخل صفاقی باالقا دیابت( حیوانات 

بیهوش و بعد از باز کردن قفسه سینه  (mg/kg 34زایلازین )
 آوریجمع های لازمها جهت بررسیآن ریه شدند و بافت کشیآسان
 شد.

آلوئول  برونش مایع، های نمونه ریهآور جمعو  برش از پس
 توسط ٪ 9/4 سدیم کلرید یتر یلیلیم نیم متوالی تزریق 2 با بلافاصله

  .آوری و ذخیره شدجمع نای هر به متصل کاتتر یک
آلوئولار  برونش لاواژ مایع در TNF-α پروتئین سطح تعیین برای

 ELISA mice (CN: KPG-MTNFP; Iran) کیت و از از تست الایزا

TNF-α چاهی 94 پلیتاز  چاهک هر، خلاصهطور . بهشد استفاده 
 نکوبها گروه هر از آلوئولار برونش لاواژ مایع نمونه میکرولیتر 344 با
. شد نگهداری گرادسانتی درجه 14 دمای در دقیقه 94 مدت به و

 در و اضافه کار محلول میکرولیتر 344 و ریخته دور محلول سپس
 محلول. شد انکوبه دقیقه 44 مدت به گرادسانتی درجه 14 دمای
 پس. شد شسته( PBS) فسفات بافر سالین در بار دو و ریخته دور

 هر به ABC کاری محلول میکرولیتر PBS ،344 شستشوی با از
 دقیقه 14 مدت به گرادسانتی درجه 14 دمای در و اضافه چاهک
 94 و شدند شسته PBS با بار 2 هاچاهک، سپس. شد انکوبه

 در( TMB) بنزن متیل تترا-3،5،0،2 کروموژن سوبسترای میکرولیتر
 توقف برای. شد نگهداری دقیقه 54 مدت به و ریخته چاه هر

. شد اضافه چاهک هر به توقف محلول میکرولیتر 344، واکنش
 خوان میکروپلیت دستگاه از استفاده با هامقدار جذب نمونه

(Biotek )شد خوانده نانومتر 024 دقیقه در 14 از و پس. 
طور خلاصه ریه چپ هر حیوان خارج و بعد از شستشو با به

 -14نرمال سالین بلافاصله در نیتروژن مایع قرار داده و در دمای 
توتال از بافت ریه هموژن با استفاده  RNAدرجه فریز شد. سپس 

بر ( استخراج گردید. FABRK001, Favorgenاز کیت مخصوص )
دستورالعمل کیت، هموژن بافت با استفاده از بافر  اساس

متوالی مراحل بعدی شستشو و  طور بهمخصوص لیز شد و سپس 
 RNAانجام شد. برای تعیین خلوص و کمیت  RNAاستخراج 

Nano Drop  (BioTek )از اسپکتروفتومتری با دستگاه آمدهدستبه
 cDNAاز کیت تجاری سنتز  cDNAاستفاده شد. برای سنتز 

(A101161, ParTous استفاده شد. بدین منظور )هیته یبرا cDNA  بر
را در  RNAاز محلول  تر یکرولمی 14 ناژن،یپروتکل شرکت ساساس 

شامل مواد  یانکوبه و سپس مخلوط  قهیدق 5-14درجه به مدت  55
 mM 25 کروگرم،یم 2/4 مری(، راندوم پرا3X PCR) بافر تر یکرولیم 2

MgCl2 ،mM 14 dNTP  از پتیترانس کر  میاز آنز  تر یکرولیم 5/4و 
درجه  25در  قهیدق 14محلول حاصله را شد. معکوس به آن اضافه 

درجه  02ساعت در  1قرار داده و سپس به مدت  گرادیسانت
ه مدت نمونه ب ،توقف واکنش یو سپس برا شدانکوبه  گرادیسانت

حاصله جهت  cDNA گرفت.قرار   گرادیدرجه سانت 04در  قهیدق 14
PCR   برای .شد ز یدرجه فر  24 یدر منف ایو  گرفتمورد استفاده قرار 

 Real-Time PCR تکنیکموردنظر  هایژن بیان میزان کمی سنجش
 SYBR Green qPCR Master Mix (YT2551, Yekta از استفاده با

Tajhiz Azma) ی هانمونهمقدار مساوی از . گرفت انجامcDNA  و
 SYBR Green qPCR Master ازپرایمرهای مربوطه در مخلوط آب و 

Mix  میکرولیتر وارد دستگاه  30در حجم نهاییreal time PCR  .شد
 هایو برای مقایسه بیان ژن آمدهدستهای بهمنظور آنالیز دادهبه

 های موردنظر و میزان بیان ژنشد  استفاده ΔΔCT-2 روشاز   هدف
محاسبه و مورد  (Fold change) نسبت به ژن مرجععه در این مطال

-βآماری قرار گرفت. نسبت ژن موردنظر و ژن مرجع ) لیوتحلهیتجز 

actin) تغییرات بیان ژن در نظر گرفته شد. توالی پرایمرها  عنوانبه
  .نشان داده شده است 3در جدول 

 صورتبهاز مطالعه حاضر،  آمدهدستبهنتایج کمی 
و  شدند بیان( Mean ± SEM)خطای استاندارد از میانگین ±میانگین

و تست   (ANOVA)طرفهکی واریانس آنالیز آزمون از استفاده با
 از  آماری محاسبات انجام برای .شدند مقایسه Tukeyتکمیلی 

 GraphPadافزار نرم از  نمودارها رسم برای و 39ورژن  SPSSافزار نرم

Prism 8 مقادیر شد.  استفادهP  آماری معنادار  از لحاظ 42/4از  كمتر
 در نظر گرفته شد

 

 توالی پرایمرهای استفاده شده در مطالعه. 1 جدول

Gene Sequence 
IL-1β 5’-TGGACCTTCCAGGATGAGGACA-3’ 

5’-GTTCATCTCGGAGCCTGTAGTG-3’ 
ERK 3’-AAG GTT AAC ATC CGG TCC AGC A-5’ 

5’-AAG CAA GGC TAA GCC GTA CC-3’ 
NFκB 5’-GCTGCCAAAGAAGGACACGACA-3’ 

5’-GGCAGGCTATTGCTCATCACAG-3’ 
Β-actin F: 5’- GGCTGTATTCCCCTCCATCG -3’ 

R: 5’- CCAGTTGGTAACAATGCCATGT -3’ 
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 حیوان 1 برای Mean ± SEMصورت به نتایج گروه هر در .دیابتی هایموش آلوئولار برونش لاواژ در مایع TNF-ɑمیزان پروتئین  بر ملاتونین اثر .1 نمودار 

آماری  تست از استفاده با هاگروه مقایسه. ملاتونین کنندهافتیدر  دیابتی گروه :DM .دیابتی گروه D: .ملاتونین+  کنترل گروه :CM کنترل. گروه C: است. شده آورده
One-Way ANOVA تعقیبی تست و Tukey 441/4: کنترل گروه با دیابتی هایگروه آماری اختلاف. است شده انجام P<  +++گروه با دیابتی گروه آماری اختلاف و 

  * >P 45/4 :ملاتونین کنندهافتیدر  دیابتی

 

 
 بیان بر ملاتونین . اثر(B) دیابتی هایموش ریه بافت در NF-κB ژن بیان بر ملاتونین . اثر(A). دیابتی هایموش ریه بافت در IL-1β ژن بیان بر ملاتونین اثر .2نمودار 

 .ملاتونین+  کنترل گروه :CM کنترل. گروه C:است.  شده آورده حیوان 1 برای Mean ± SEMصورت به نتایج گروه هر در. (Cدیابتی ) هایموش ریه بافت در ERK ژن
:D دیابتی گروه. DM: آماری  تست از استفاده با هاگروه مقایسه. ملاتونین کنندهافتیدر  دیابتی گروهOne-Way ANOVA تعقیبی تست و Tukey است شده انجام .

 * >P 45/4 :ملاتونین کنندهافتیدر  دیابتی گروه با دیابتی گروه آماری اختلاف و+++ >P 441/4: کنترل گروه با دیابتی هایگروه آماری اختلاف
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 یافته ها
 مایع در TNF-ɑمیزان پروتئین  تست الایزا نشان داد که نتایج

طور به کنترل گروه به نسبت دیابتی هایگروهآلوئولار   برونش لاواژ
 گروه ملاتونین در با درمان(. >441/4P) داشت افزایش داریمعنی
 برونش لاواژ مایع در TNF-ɑ پروتئین میزان( DM گروه) دیابتی

 کاهش داریمعنیطور ( بهD گروه) دیابتی گروه به نسبت راآلوئولار 
 نسبت CM درگروه TNF-ɑ پروتئین همچنین میزان(. >45/4P) داد
 (.1نمودار ( )<45/4P)نداد  نشان داریمعنی تفاوت C گروه به

  ریه بافت در IL-1β ژن بیان بررسی
 بافت در IL-1β ژن بیان نشان داد که میزان real time PCRنتایج 

( و گروه Cکنترل ) گروه به نسبت (DMو  Dدیابتی ) هایگروه ریه
CM یافت  افزایش داریمعنیطور به(441/4P< .) همچنین درمان با

 بیان میزان داریمعنیطور ( بهDM گروه) دیابتی گروه در ملاتونین
(. >45/4P) داد کاهش( D گروه) دیابتی گروه به نسبت را IL-1β ژن

 CMو گروه  Cبین گروه  IL-1β ژن بیان داری در میزاناختلاف معنی
 (.A5 )نمودار(<45/4P)وجود نداشت 

  ریه بافت در NF-κB بیان ژن بررسی
های گروهریه   در بافت NF-κB میزان بیان ژننتایج ما نشان داد که 

 افزایش داشت داریمعنیطور نسبت به گروه کنترل به دیابتی
(441/4P<) . دیابتی در گروه درمان با ملاتونین( گروهDM میزان بیان )

کاهش  داریمعنیطور ( بهDگروه )دیابتی را نسبت به گروه  ژناین 
 C نسبت به گروه  CMدر گروه NF-κB . میزان بیان ژن(>45/4P)داد 

 (.B5 )نمودار (<45/4P) نشان نداد داریمعنیتفاوت 
  ریه بافت در ERK بیان ژن بررسی
 ریه بافت در ERK ژن میزان بیانآمده، دستبه نتایج به توجه با

 زایشاف داریمعنیطور به کنترل گروه به نسبت دیابتی یهادر گروه
( DM گروه) دیابتی گروه در تیمار با ملاتونین(. >441/4P)داشت 

( D وهگر ) دیابتی گروه با مقایسه در را نسبت این داریمعنیطور به
نسبت به   CM در گروه ERK بیان ژنمیزان (. >41/4P) داد کاهش

 (.C 2 )نمودار (<45/4P) نشان نداد داریمعنیتفاوت  C گروه
 

 بحث
در  اً عمدتدیابت نوع یک، نوعی بیماری مزمن التهابی است که 

این بیماری  32.دهدیرخ م )سنین مدرسه( ل بلوغیو اوا یدوران کودک 
انکراس انسولین در پ کنندهترشحهاي به علت تخريب گسترده سلول

ه ب دهد و افراد مبتلارخ مینامناسب بدن  یمنیکنش ابه دلیل وا 
روند  34باشند.می نیانسول وابسته به دریافت خود یآن در طول زندگ 

های چالش یکی ازبه بیماری را این  امروزه ،دیابت نوع یکفزاینده 
 تبدیل کردهحوزه سلامت در جوامع بشری  گذاراناستیسمهم 

بر روی کیفیت زندگی بیماران،  ر یتأث. این بیماری علاوه بر اســت
ی اقتصادی و اجتماعی هنگفتی را بر جوامع مختلف وارد هانهیهز 
 ینهیدآمیاسملاتونین نوروهورمونی است که در مغز از  32کند.می

ی، دالتهابضشود و اثرات یی هیپوفیز ساخته متریپتوفان توسط غده
 های مختلف ثابت شده است.آن در بافت دانیاکسیآنتضد پیری و 

شوند می شرایط دیابت در التهاب موجب که هاییمکانیسم
 عالف، چربی بافت سلولی مرگ و شرایط هایپوکسی ازاند عبارت
 ترمینال N کیناز  JUN و NF-κBای هسته فاکتور مسیرهای شدن

(JNK) ،1اینترلوکین  شدن فعالβ-IL سازیفعال و کارگیریبه و 
در ایجاد  κB-ERK/NF با توجه به اینکه مسیر 10ایمنی. هایسلول

در IL-1β و TNF-ɑ هایالتهاب نقش مهمی دارد و از طرفی پروتئین
 کنند وشرایط التهاب و استرس اکسداتیو نقش مهمی بازی می

ونین شدیم تا اثر ملات، لذا ما بر آن مارکر این شرایط هستند عنوانبه
ر ( بر میزان فعالیت مسیالتهاب ضداکسیدانت و ماده آنتی عنوانبه)

در  IL-1βو  TNF-ɑ و میزان بیان مارکرهای ERK/NF-κBسیگنالینگ 
 های دیابتی القا شده با استرپتوزوتوسین بررسی کنیم.بافت ریه موش

 منفی بگذارد و موجب تغییرات ر یتأثتواند بر بافت ریه التهاب می
 نازک بافت فیبروتیک شود. همچنین التهاب موجب زخم در

 هاهکیس یر یپذانعطافو از میزان  شودمی هوایی هایکیسه پوشاننده
  11شوند.می سفت خشک اسفنج یک مانندها آندهد و کاهش می را

های برای مقایسه بهتر و دریافت اثر واقعی ملاتونین بر موش
دیابتی، ما یک گروه کنترل را با ملاتونین تیمار کردیم. ابتدا ما 

آلوئولار  برونش لاواژ مایع در TNF-ɑ پروتئین میزاندریافتیم که 
افزایش التهاب  دهندهنشاندیابتی افزایش یافت که  هایموش

داری در ب کاهش معنیدرمان با ملاتونین موج حالنیباا 11بود.
شد. این نتایج نشان داد که ملاتونین  TNF-ɑ میزان پروتئین

را کاهش دهد که ممکن است  TNF-ɑ تواند تولید میزان پروتئینمی
 ترینمهم از یکی ɑ-TNFپروتئین  24با کاهش التهاب همراه باشد.

 ایجاد در درگیر هایسیتوکین از یکی و التهاب ایجاد در هاواسطه
 در ادامه برای بررسی بیشتر اثر است.  انسان بدن در حاد فاز واکنش

ی، های دیابتملاتونین بر میزان پاسخ التهابی در بافت ریه موش
ی کردیم و مشخص شد که میزان ر یگاندازهرا  IL-1β ژن میزان بیان

های دیابتی افزایش داشت که بیان این فاکتور در نمونه شش موش
درمان با ملاتونین موجب کاهش  21بروز التهاب بود. دهندهنشان

 روی بر مطالعه یکیابتی شد. های دبیان این ژن در بافت ریه موش
زریق ت هک شد داده نشان آسمی ریه بافت بر ملاتونین یضدالتهاب اثر 
 طریق از ریه بافت از حفاظت باعث تواندمی ملاتونین دوز از دو

 31 و 2، 0 اینترلوکین مثل یضدالتهاب مدیاتورهای رهایش کاهش
 هایواکنش α-TNFو  1β-IL مانند التهابی هایسیتوکین 55گردد.
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بنابراین،  22کنند.شروع می یک محرک به پاسخ در قوی التهابی
های ها موجب التیام در پاسخملاتونین با کاهش بیان این فاکتور 

 رد مهم مسیرهای از شود. یکیهای دیابتی میالتهابی در ریه موش
 11است. κB-ERK/NF مسیر ریه بافت در التهابی هایواکنش ایجاد

ریه  بافت در NF-κB ژن ا دریافتیم که میزان بیاندر این مطالعه م
شروع مسیر  دهندهنشانهای دیابتی افزایش داشت که موش

به دنبال تیمار با ملاتونین میزان بیان این ژن   20باشد.التهابی می
عمدتاً در  NF-kB یسیرونو یخانواده فاکتورهاکاهش یافت. 

این  . بنابر نقش دارند یو التهاب یمنیاز استرس، ا یناش یهاپاسخ
کاهش میزان بیان این ژن ممکن است با کاهش التهاب همراه باشد 

در   ریه بافت در ERK ژن ، نتایج نشان داد که میزان بیانعلاوهبه.
دیابتی افزایش یافته بود که با تیمار ملاتونین این میزان   یهاگروه

در تنظیم انواع فرایندهای  ERKکاهش یافت. مسیر سیگنالینگ 
فرآیند رشد، آپوپتوز و التهاب نقش دارد. در یک  ازجملهزیستی 

 ERKمطالعه گزارش شد که افزایش فعالیت مسیر سیگنالینگ 
های پوششی مسیرهای ی التهابی در سلولهاپاسخافزایش  موجب

دهد که فعالیت مسیر سیگنالینگ ها نشان میبررسی 25هوایی شد.
ERK/NF-κB  زیاد شده و مهار این مسیر باعث  در بیماری آسم

 در 35.شودکاهش التهاب مجاری هوایی و بهبود علائم آسم می
 با هارت در دیابت القا که است شده داده نشان قبلی مطالعات

-ERK/NFیگنالینگ س مسیر فعالیت افزایش با استرپتوزوتوسین

κB تفعالی کاهش و شودمی حیوان در کاردیومیوپاتی بروز باعث 
 باعث ویداتیاکساسترس و التهاب کاهش طریق از مسیر این

ی مطالعه طورکلبه 25شود.می حیوان در کاردیومیوپاتی بهبودی
زایش ین موجب افاسترپتوزوتوسحاضر نشان داد که القای دیابت با 

 د.و بافت ریه ش آلوئولار  برونش لاواژهای التهابی در مایع بیان ژن
در ادامه بررسی نشان داد که میزان بیان سایر فاکتورهای التهابی 

ه رسد کدر بافت ریه افزایش یافت. به نظر می ERKو  NF-kBمثل 
 ر یمسبا  TNF-αو  IL-1β های التهابیتباط مهمی بین فاکتور یک ار 

وجود داشت که این فاکتورها در یک  ERK/NF-κB نگیگنالیس
 یابتید یهاموش هیدر بافت ر چرخه موجب القای مسیر التهاب 

 ها و فعالیتتیمار با ملاتونین موجب کاهش بیان این ژن 20شدند.
ی شد  ابتید یهاموش هیبافت ر در  ERK/NF-κB نگیگنالیسمسیر 

 اکسیدانی ملاتونین در مقابلنقش حفاظتی و آنتی دهندهنشانکه 
باشد. در مطالعات گذشته مشخص شد که می جادشدهیاالتهاب 

موجب کاهش التهاب  NF-κBملاتونین از طریق کاهش و مهار بیان 
مطالعات  .21شود.های ماکروفاژی میدر بافت ماهیچه قلب و سلول

و شواهد هم نشان دادند که ملاتونین موجب کاهش بیان 
شود و التهاب را کاهش می α-TNFو  1β-IL های التهابیفاکتور 

سمی اثر انیبنابراین، با توجه به گزارشات قبلی، از نظر مک 24دهد.می
ی ملاتونین در مطالعه حاضر ممکن است ناشی از مهار ضدالتهاب

باشد که به دنبال آن  TNF-αو  IL-1β مانند بیان مارکرهای التهابی
در بافت ریه  ERK/NF-κB نگیگنالیسموجب مهار فعالیت مسیر 

مطالعات گذشته، ارتباط مهمی بین تنظیم  بر اساسشده است. 
 IL-1βمانند  و مارکرهای التهابی ERK/NF-κBبیان و فعالیت مسیر 

 1در یک مطالعه در شرایط دیابتی نوع  21وجود دارد. α-TNFو 
تواند بر میزان فعالیت مسیر می TNF-αو  IL-1β مشخص شد که

κB-NF 1فاکتور  ر یتأثبگذارند هرچند  ر یتأثβ-IL  بیشتر از وα-TNF 
 طور بهطالعه حاضر از این نظر مهم هستند که های میافته 24بود.

، 1های دیابتی نوع مکانیسمی نشان دادند که در بافت ریه موش
با افزایش فعالیت  TNF-αو  IL-1βافزایش بیان فاکتورهای التهابی 

همراه بود و به دنبال تیمار با  ERK/NF-κBمسیر سیگنالینگ 
کاهش یافتند.   زمانهم طوربهاز این فاکتورها  هرکدامملاتونین 

های درگیر در التهاب و آسیب ریه در افراد بنابراین کشف مکانیسم
های جایگزین و مکمل  تواند در طراحی و کشف درماندیابتی می

های باشد. هرچند مطالعات بیشتری برای اثبات یافته کنندهکمک
حاضر نیازمند است. بررسی مسیرهای التهابی دیگر، بررسی فعالیت 

های ایمنی در بافت ریه و انجام آزمایشات کاهش و افزایش لسلو
 گردد.بیان این فاکتورها برای مطالعات بعدی پیشنهاد می

 
 گیرییجهنت

مطالعه حاضر نشان داد که ملاتونین موجب کاهش بیان 
و مهار مسیر  آلوئولار  برونش لاواژهای التهابی در مایع ژن

. شودیمی ابتید یهاموش هیبافت ر  ERK/NF-κBسیگنالینگ 
و در  TNF-αو  IL-1βملاتونین با مهار فاکتورهای التهابی  احتمالاً 

موجب کاهش التهاب  ERK/NF-κBنهایت با مهار مسیر سیگنالینگ 
 شود. ی میابتید یهاموش هیبافت ر در 

 
 قدردانی

این پژوهش با حمایت معاونت تحقیقات و فناوری دانشگاه 
های ریوی و مرکز تحقیقات سل و بیماریعلوم پزشکی تبریز 

 .دانشگاه علوم پزشکی تبریز انجام شده است
 

 مشارکت پدیدآوران
رضا ایده پردازی، و  هاتحلیل و تفسیر داده جعفر رضایی

ها و داده یآور انجام پژوهش، جمع عباسی و افشین رهبرقاضی
طراحی اثر، نقد و بررسی و  مهدی احمدیمقاله،  سینوشیتهیه پ

 .تأیید نسخه نهایی مقاله را بر عهده داشتند



 و همکاران. رضایی
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 منابع مالی
های ریوی مرکز تحقیقات سل و بیماریاین مطالعه توسط 

تأمین مالی شده است )شماره گرنت:  دانشگاه علوم پزشکی تبریز 
40303.) 
 

 هاداده یر یپذدسترس
نویسنده ها در صورت درخواست معقول از مجموعه داده

 .مسئول در دسترس است
 

 ملاحظات اخلاقی
های ریوی مرکز تحقیقات سل و بیماریاین مطالعه توسط 

انجام گرفته است تمامی مداخلات  دانشگاه علوم پزشکی تبریز

اخلاقی کار با  ملاحظاتاصول و  بر اساس حیوانات مربوط به
 یتهمک  حیوانات آزمایشگاهی مصوب دانشگاه علوم پزشکی تبریز و

تأیید   IR.TBZMED.VCR.REC.1398.297با کد اخلاق یامنطقه
 شده است.
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کنند که منافع متقابلی از تألیف و انتشار این ؤلفان اظهار میم
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