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Abstract

Introduction: Aging is a natural phenomenon accompanied by reduced 
physical activity and the onset of sarcopenia. Accordingly, this study aimed 
to investigate the effect of resistance-endurance training on the expression of 
IGF-1, Akt, and p70s6k pathway genes in the gastrocnemius muscle of aged rats.
Methods: In this experimental study, 14 male Wistar rats aged 22 to 24 
months were randomly divided into control and resistance-endurance 
training groups. The training program was conducted for 10 weeks, with three 
sessions per week. Gene expression levels of IGF-1, Akt, and p70s6k pathway in 
skeletal muscle were measured using quantitative real-time PCR, and the data 
were analyzed using an independent t-test.
Results: The results showed that, compared to the control group, the 
resistance-endurance training group exhibited a significant increase in the 
expression of the IGF-1 gene (P=0.003), Akt (P=0.019), and p70s6k (P=0.004) 
genes after 10 weeks of training.
Conclusion: The findings suggested that resistance-endurance training 
probably increased the expression of IGF-1, Akt, and p70s6k pathway genes in 
aged rats. The activation of the Akt /p70s6k signaling pathway was partially 
induced by autocrine/paracrine response mediated by IGF-1, ultimately 
leading to muscle hypertrophy. These effects might also apply to humans. 
Therefore, further research on human samples is recommended.
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چکیده

مقدمه: دوره سالمندی یک پدیده طبیعی است که با کاهش فعالیت بدنی و بروز پدیده‌ای بنام سارکوپنی 
همراه است، بر این اساس هدف از پژوهش حاضر سنجش اثر تمرین مقاومتی- استقامتی بر بیان ژن‌های 

مسیر )IGF-1, Akt, p70s6k( عضله دوقلوی رت‌های سالمند بود.
مواد و روش‌ها: در این مطالعه تجربی 14 رت نر سالمند از نژاد ویستارِ 22 الی 24 ماهه، به صورت تصادفی 
به دو گروه کنترل و تمرین مقاومتی- استقامتی تقسیم شدند. تمرین ورزشی به مدت 10 هفته، سه جلسه 
 real- time از روش کمی IGF-1, Akt, p70s6k در هفته انجام شد. جهت تعیین میزان بیان ژن‌های مسیر

PCR و جهت تجزیه و تحلیل داده‌ها از آزمون تی مستقل استفاده شد.
با گروه کنترل، پس از 10 هفته تمرین مقاومتی-  یافته‌ها: گروه تمرین مقاومتی- استقامتی در مقایسه 
استقامتی افزایش معنی‌دار در بیان ژن P=0/003( IGF-1 ،)P=0,019( Akt( و p70s6k )P=0/004( مشاهده 

شد.
  IGF-1,نتیجه‌گیری: نتایج این تحقیق نشان داد که تمرینات مقاومتی-استقامتی احتمالاً بیان ژن‌های مسیر
Akt, p70s6k را در موش‌های مسن افزایش می‌دهد. فعال شدن مسیر انتقال سیگنال Akt /p70s6k تا 
حدی توسط پاسخ اتوکرین/پاراکرین با واسطه IGF-1 القاشده که در نهایت منجر به هایپرتروفی عضلانی 
می‌شود و می‌تواند اثرات مشابهی بر روی انسان داشته باشد، بنابراین، پیشنهاد می‌شود تحقیقات بیشتری 

بر روی نمونه‌های انسانی انجام شود.

کلمات کلیدی: ورزش؛ تمرینات مقاومتی؛ تمرینات استقامتی؛ عضلانی-اسکلتی؛ رت‌ها
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مقدمه

سالمندی به‌سرعت در حال افزایش است و طبق تخمین 
سال  تا  سالمندان  جمعیت  جهانی،  بهداشت  سازمان 
2055 از 39/2 درصد فراتر می‌رود. ازآنجایی‌که جمعیت 
کرده  پیشرفت  بی‌سابقه  کوتاه  دوره  یک  در  سالمندی 
است، مسائلی که مستقیماً با کیفیت زندگی سالمندان 
با  اغلب  روند سالمندی  است.  مرتبط است ظاهر شده 
بسیاری از تغییرات دژنراتیو فیزیولوژیکی1 مانند کاهش 
عملکرد قلبی عروقی، آتروفی2 عضلات اسکلتی و ذخیره 
چربی بدن همراه است )1(. از قدرت عضلانی انسان پس 
از 50 سالگی به میزان 12 تا 14 درصد در هر دهه کاسته 
می‌شود )2( و تا سن 80 سالگی حدود 40 درصد از توده 
آتروفی  مسئله   .)3( می‌یابد  کاهش  اسکلتی  عضلانی 
متابولیک مزمن در  بیماری‌های  بروز  با  اسکلتی  عضله 
افراد سالمند روبه‌رو است و باعث تغییرات متابولیکی در 
وضعیت تغذیه، هورمون‌ها و سیستم اسکلتی عضلانی 
می‌شود که در نهایت با اختلال عضلانی اسکلتی همراه 
با کاهش توده عضلانی و قدرت همراه است، این پدیده 
سارکوپنی3 نام دارد )4(. آقالی4 و همکاران )5( طی یک 
توده  دادن  از دست  که  دریافتند  بررسی سیستماتیک 
عضلانی در سالمندان موجب بروز سرطان، دیابت، فشار 
خون بالا، بیماری مزمن انسدادی ریه و بیماری آلزایمر و 

اختلال شناختی می‌شود.
افراد سالم نیز تغییرات فردی زیادی را  به طورکلی 
در دوره سالمندی از خود نشان می دهند. این تحلیل 
عضلانی  فیبرهای  دادن  دست  از  موجب  عضلانی، 
یا  گاستروکنمیوس5  عضله  همچون  قدرتمند  بسیار 
در  عضلانی  تغییرات  این   .)6( می شود  دوقلو  عضله 
عضله دوقلو باعث ضعف عمومی عضلانی، خستگی، 
اختلال در راه رفتن، افزایش افتادن و شکستگی لگن 
از  یا جلوگیری  بالینی  بالقوه  می شود )7(. پیشگیری 
تحلیل این عضله توسط فاکتور رشد شبه انسولین-1 
)IGF-16( با اشاره خاصی به ایزوفرم عضلانی7 موضعی 
IGF-1 که باعث هایپرتروفی8 عضلانی می شود، مورد 
پروتئین  گردش  در  )8(. سطوح  می گیرد  قرار  بررسی 
IGF-1 با افزایش سن کاهش می یابد و تصور می شود 
که IGF-1 به طور علّی با از دست دادن توده عضلانی و 
1. Physiological degenerative
2. Atrophy
3. Sarcopenia
4. Aghali
5. Gastrocnemius muscle
6. Insulin-like Growth factor-1
7. Muscle isoform
8. Hypertrophy

قدرت که با افزایش سن رخ می دهد، مرتبط است )9(. 
 GH9 شواهدی وجود دارد که کاهش مرتبط با سن در
با کاهش IGF-1 به توسعۀ سارکوپنیا10 کمک  همراه 
می کند )10(. در سالمندی شواهدی از کاهش فعالیت 
محور IGF-1 وجود دارد که به طور عمده به تغییرات 
عملکرد  و  هیپوتالاموس11  کنترل  در  سن  با  مرتبط 
کاهش  همچنین،  است؛  وابسته  سوماتوتروپین12 
تولید GH و کم شدن پاسخ IGF-1 به تمرین ورزشی 
شدت بالا در سالمندی نشان داده شده است )11(. از 
سوی دیگر، نقش گردش پروتئین به عنوان یک عامل 
شده  شناخته  عضلانی  آتروفی  اصلی  تعیین کننده 
است.IGF-1 تنظیم کنندة مثبت رشد عضلۀ اسکلتی 
در  خود  کینازی13  تیروزین  گیرندة  به   IGF-1 است. 
از طریق  و  پیوند می خورد  سطح سلول های عضلانی 
می کند  فعال  را  سه-کیناز14  اینوزیتول  فسفاتیدیل 
)12(. فسفاتیدیل اینوزیتول سه-کیناز فعال شده باعث 
این  در  کیناز  می شود.   Akt15 پروتئین  شدن  فعال 
مسیر موقعیتی مرکزی دارد، زیرا Akt سنتز پروتئین را با 
فعال کردن کیناز mTOR16 و تخریب پروتئین با سرکوب 
.)14  ،13( می کند  کنترل   FoxO17 رونویسی   فاکتور 
 متعاقب آن، Akt مسیر mTOR را فعال می کند که 
باعث تنظیم عوامل پایین دست )18p70s6k( می شود 
که پیش ماده هدف آن پروتئین ریبوزومی S619 است 
پروتئین در  باعث سنتز   S620 15( و فسفوریلاسیون(
IGF- ریبوزوم می شود )16(. بررسی مطالعاتی بر مسیر

Akt ،1 و p70s6k نشان داد که موجب کند شدن روند 
سالمندی و افزایش طول عمر در افراد می گردد.

در  ضعف  چرخه  که  است  داده  نشان  مطالعات 
فعالیت  کاهش  با   ،)p70s6k و   IGF-1، Akt( عوامل 
بدنی شروع می شود. درنتیجه، کاهش بیشتر فعالیت 
است  ممکن  سن،  افزایش  آن  دنبال  به  و  ورزشی 
است  ممکن  تغییرات  این   .)17( دهد  رخ  سارکوپنی 
کل  کاهش  و  استراحت  متابولیسم  کاهش  به  منجر 
انرژی مصرفی شود )18(. در طول فعالیت های ورزشی، 
اسکلتی  عضلات  توسط  مختلف  مایوکاین های21 
می شود.  ترشح  بی هوازی  و  هوازی  تمرینات  طول   در 
9. Growth Hormone
10. Sarcopenia
11. Hypothalamu
12. Somatotropin
13. Tyrosine kinase
14. Phosphatidylinositol tri-kinase
15. Ak strain Transforming
16. mechanistic Target Of Rapamycin
17. Forkhead Box Transcription Factors
18. p70 ribosomal S6 kinase
19. p70 ribosomal S6 kinase
20. S6 phosphorylation
21. Myokines
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موجب  ورزشی،  فعالیت  از  ناشی  مایوکاین های  ترشح 
اسکلتی  عضله  در  متابولیک22  هموستاز  حفظ 
می شود. اگرچه مکانیسم های دقیق مشخص نیست، 
به نظر می رسد هر دو انقباض ماهیچه های اسکلتی و 
حفظ توده به طور فعال در حفظ سلامت و جلوگیری 
از پیشرفت زوال سریع فیزیولوژی عضله با افزایش سن 
در سالمندان نقش دارند )19(. کارایی و فایده بهبود 
در  ورزشی  فعالیت  طریق  از  اسکلتی  عضلانی  توده 
اوایل سالمندی بیشتر از رفع آتروفی عضلات اسکلتی 
افراد  بنابراین   .)22-20( است  سالمندی  اواخر  در 
سالمند برای حفظ سلامت جسمی و کیفیت زندگی 
در اوایل سالمندی به ورزش کافی نیاز دارند. تمرینات 
ورزشی برای ترویج هایپرتروفی عضلانی و افزایش تعداد 
بهبود  اسکلتی،  عضلانی  توده  میتوکندری23  و حجم 
ظرفیت  افزایش  رگ زایی،  ترویج  انرژی،  متابولیسم 
آنتی اکسیدانی و مهار آپوپتوز24 بیش ازحد سلولی مؤثر 

هستند )23، 24(.
دستگاه  چند  همزمان  تمرین  دیگر  طرف  از 
انرژی و اجرای همزمان چند نوع تمرین مانند  تولید 
مقاومتی-  تمرین  استقامتی  و  مقاومتی  تمرین های 
استقامتی نامیده می شود؛ تمرین مقاومتی- استقامتی 
مقاومتی  و  استقامتی  تمرین های  با  مقایسه  در 
به صورت جداگانه، موجب بهبود بیشتر ترکیب بدنی 
و عوامل سلامت قلبی عروقی می گردد )25(. سئو25 و 
همکاران )26( نشان دادند تمرینات ترکیبی و هوازی 
 IGF-1 نظیر  آنابولیک26  هورمون های  افزایش  باعث 
نسبت  ترکیبی  تمرینات  و  می شود  سالمند  زنان  در 
ترشح  میزان  در  بیشتری  افزایش  هوازی  تمرینات  به 
تحقیقی  در  برعکس،  داشت.  آنابولیک  هورمون های 
پس   IGF-1 کردند  گزارش   )27( همکاران  و  کافی27 
از یک تمرین مقاومتی شدت بالا افزایش می یابد، اما 
هنگامی که این تمرین با یک تمرین استقامتی همراه 
همکاران  و  توفیقی  دیگر  طرف  از  یافت.  کاهش  شد 
 8 از  پس  را   IGF-1 میزان  در  تغییر  بیشترین   )28(
هفته تمرین مقاومتی نسبت به تمرین استقامتی و 
ترکیبی مشاهده کردند. کوپلند28 و همکاران )29( به 
بررسی پاسخ هورمونی به فعالیت ورزشی مقاومتی و 
نتیجه  پرداختند.  ساله  تا 69  زنان 19  در  استقامتی 
 IGF-1 معنی داری  افزایش  از  حاکی  آن ها  مطالعه 
22. Metabolic homeostasis
23. Mitochondria
24. Apoptosis
25. Seo
26. Anabolic hormones
27. Coffey
28. Copeland

و  ها  بود.  استقامتی  و  مقاومتی  فعالیت  در  متعاقب 
بهبود  جهت  ترکیبی  ورزش  بررسی  به   )30( سون29 
مقاومت به انسولین و بیومارکرهای هورمونی30 مرتبط 
با پیری در زنان مسن کره ای پرداختند و نشان دادند 
پس از 12 هفته مداخله تمرین مقاومتی- استقامتی، 
 IGF-1 سطح  در  گروه ها  بین  معنی داری  تفاوت 
سالمند  زنان  بر  بررسی  با   )31( سو31  نشد.  مشاهده 
موجب  ترکیبی  ورزش  داد  نشان  سارکوپنی  چاقی  با 
افزایش معنی دار سنتز پروتئین عضلانی )IGF-1( شد. 
فرامرزی و همکاران )32( در بررسی تأثیر ترتیب متفاوت 
تمرین مقاومتی- استقامتی مقاومتی و استقامتی بر 
سطوح استراحتی IL-1532 و IGF-1 زنان سالمند نشان 
مقاومتی  استقامتی  مقاومتی-  تمرین  دادند 8 هفته 
به  منجر  تمرین  ترتیب  به  توجه  بدون  استقامتی  و 
رشد  به  منجر  که  می شود  سرمی ای  عوامل  افزایش 
و  باقری  زنان سالمند می گردند.  در  اسکلتی  عضلات 
همکاران )33( دریافتند هشت هفته تمرین مقاومتی- 
استقامتی نسبت IGF-1 را اندکی افزایش داد، هرچند 
این افزایش معنی دار نبود و آن ها در گزارش خود بیان 
کردند که ممکن است در انجام طولانی تر این تمرین 
همکاران  و  لای33  شود.  مشاهده  معنی داری  تغییرات 
در  استقامتی  مقاومتی-  تمرین  دادند  نشان   )34(
رت های مسن موجب فعال سازی مسیر Akt می شود. 
کلارکسون34 و همکاران )35( با بررسی بر روی رت های 
مسن سکته مغزی شده، نشان دادند تمرین مقاومتی- 
Akt پس  توجهی در  قابل  افزایش  استقامتی موجب 
همکاران  و  قلمبر  می شود.  دارویی  ترکیبی  درمان  از 
بر  استقامتی  مقاومتی-  تمرین  اثر  بررسی  در   )36(
رت های سالمند نشان دادند پروتکل تمرین مقاومتی- 
استقامتی موجب فعال شدن مولکول های آغازگر رشد 
همکاران  و  ژیا35  می شود.   p70s6k و   IGF-1 مانند: 
)37( نشان دادند تمرین مقاومتی- استقامتی هوازی 
باعث  لوسین36 5 درصد  و مکمل  مقاومتی  تمرین  و 
سنتز  سرعت  مانند  بارزتر  آنابولیک  پاسخ  ایجاد 
ماهیچه ها  گلیکوژن  ذخیره  افزایش  و  بالاتر  پروتئین 

در عضله دوقلو و حداکثر قدرت گرفتن می شود.
اختلاف  گزارش شده  تحقیقات  نتایج  به  توجه  با 
 IGF-1, Akt,( مسیر  ژن های  بیان  مقادیر  در  زیادی 

29. Ha and Son
30. Hormonal biomarkers
31. Su
32. Interleukin-15
33. Lai
34. Clarkson
35. Xia
36. Leucine supplement
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از  ناشی  می تواند  که  می شود  مشاهده   )p70s6k
و  جنس  )سن،  آنتروپومتریکی38  و  بیوگرافی37  عوامل 
باشد،  ورزشی  تمرینات  طراحی  نیز  و  بدنی(  ترکیب 
لذا هدف پژوهش حاضر سنجش اثر تمرین مقاومتی- 
 IGF-1,( بر بیان ژن های )استقامتی )مقاومتی و هوازی

Akt, p70s6k( عضلات دوقلو رت های سالمند است.

مواد و روش‌ها

این مطالعه تجربی به صورت پس‌آزمون انجام شد.

حجم نمونه
14 رت نر سالمند نژاد ویستار با دامنه سنی 22 تا 

24 ماه، وزن 380 تا 400 گرم انتخاب شدند.

روند اجرای پژوهش
مقاومتی-  تمرین  تایی(   7( گروه  دو  در  رت ها 
استقامتی و شاهد تقسیم شدند و در یک اتاق تهویه 
مطبوع )21-23 درجه سانتی گراد( با چرخه نور- تاریکی 
12 ساعته و رطوبت 3±55 درصد نگهداری شدند. آب و 
غذا آزادانه در دسترس آن ها قرار گرفت. همه آزمایش ها 
مراقبت  راهنمای  و  بهداشت  ملی  مؤسسه  اساس  بر 
و استفاده از حیوانات آزمایشگاهی )انتشارات آکادمی 
تمرینی  برنامه  انجام شد.  متحده، 2011(  ایالات  ملی 
در دو مرحله سازگاری و تمرین انجام شد. دویدن روی 
از  رفتن  بالا  و  استقامتی  تمرین  برای بخش  تردمیل 
نردبان برای بخش تمرین مقاومتی )انطباق( به مدت 
یک هفته، 3 جلسه، و هر جلسه 10 دقیقه انجام شد.

تمرین مقاومتی
تمرین  هفته(  در  روز   5( هفته   10 تحت  رت ها 
با  متری   1 نردبان  از  رفتن  بالا  پیش رونده،  مقاومتی 
حاوی  پارچه ای  کیسه  گرفتند.  قرار  درجه   85 شیب 
در  وزنه ها  شد.  چسبانده  دم  پایه  به  چسب  با  وزنه 
می دادند  تشکیل  را  حیوان  بدن  وزن  درصد  ابتدا 50 
و به تدریج طی 10 هفته به 110 تا 130 درصد افزایش 
یافتند )هفته اول و دوم: 50-60%؛ هفته سوم تا پنجم: 
70-90 درصد؛ هفته ششم تا هشتم: 100-110 درصد؛ 
و دهم: 110-130 درصد(. رت ها 2 ست 3  نهم  هفته 
تکراری بالا رفتن از نردبان را با فواصل استراحت، 15 
ثانیه بین تکرارها و 3 دقیقه بین ست ها انجام دادند 

.)39 ،38(
37. Biography
38. Anthropometrics

تمرین استقامتی
تمرین  استقامتی  بخش  برای  موتوری  تردمیل  از 
شده  منتشر  پروتکل  طبق  تمرین،  شد.  استفاده 
توسط رنجبر و همکاران، )2016( که از مقاله ریچ39 و 
همکاران )40( با اندکی تغییرات اجرا شده بود، استفاده 
شد. در ابتدا 3 دقیقه گرم کردن و در پایان 3 دقیقه 
و شیب صفر  دقیقه  بر  متر   5 با سرعت  کردن  سرد 
در تمامی جلسات انجام شد. زمان و سرعت به تدریج 
در مدت 10 هفته به 30 متر در دقیقه و به مدت 30 

دقیقه افزایش یافت.
برای   ،)41( همکاران  و  لئاندرو40  فزاینده  آزمون  از 
محاسبۀ سرعت بیشینه در زمان رسیدن به حداکثر 
تمرین  این  شد.  استفاده  حیوانات،  مصرفی  اکسیژن 
ابتدا از 3 دقیقه گرم کردن با سرعت 5 متر بر دقیقه و 
شیب صفر درصد شروع شد و سپس جهت افزایش شدت 
تمرین، سرعت نوار گردان هر 2 دقیقه یک بار به میزان 
4 متر بر دقیقه افزایش یافت. حداکثر سرعت بیشینه 
با  نتوانستند  زمانی بود که رت ها حداقل یک دقیقه 
افزایش  با  آن  از  پس  بلافاصله  و  بدوند  ثابت  سرعت 
سرعت قادر به دویدن نبودند. بر این اساس عنوان شده 
 VCO241/VO242 ارتباط بالایی بین سرعت نوارگردان و
به طوری که   ،)P=0/0005 و  P=0/98( دارد  وجود  رت ها 
از آن حداکثر اکسیژن مصرفی را  با استفاده  می توان 
پیش بینی کرد )42(، بنابراین شدت توان هوازی مورد 
نظر با توجه به سرعت به دست آمده، تنظیم شد. طبق 
 VO2max اجرای برنامه تمرین روز ششم، در هر هفته

گروه تمرین اندازه گیری شد.

تمرین مقاومتی- استقامتی
بالا توضیح داده  را که در  از جلسات  نیمی  رت ها 
شد، در هر روز تمرین انجام دادند. این حیوانات در 2 
ست، 3 تکرار عبور از نردبان را با فواصل 15 ثانیه بین 
تکرارها و 3 دقیقه بین ست ها، اجرا کردند و به دنبال 
آن )در نهایت هفته آخر( 30 دقیقه تمرین روی تردمیل 

با سرعت 30 متر در دقیقه، انجام دادند. )شکل 1(

جداسازی عضله دوقلو
پنتوباربیوتال  به وسیله  رت ها  هفته   10 از  پس 
بافت برداری  اخلاقی  شرایط  در  و  بی هوش  سدیم43 
شدند. پس از بی هوشی عضله دوقلو از اندام تحتانی 
39. Rich
40. Leandro
41. Validation of Carbon dioxide production
42. Maximum Volume (V) of Oxygen (O2)
43. Sodium pentobarbital
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شستشو  فیزیولوژیک  سرم  در  و  بافت برداری  حیوان 
با دقت 0/01 گرم  ترازوی دیجیتالی  با  و  داده شدند، 
مایع  ازت  در  بلافاصله  سپس  گردیدند.  وزن کشی 
با دمای  فریزر  به  بعدی  برای سنجش های  و  منجمد 

80 - عضلات منتقل گردید.

در   IGF-1, Akt, p70s6k ژن های  بیان  اندازه گیری 
Real Time PCR44 عضله دوقلو به روش

)سیناکلون،  -پلاس   RNX46 با   RNA45 استخراج 
ایران( محلول برای جداسازی کل RNA، پروتکل برای 
میلی لیتر  یک  که  بود  بدین صورت   RNA جداسازی 
 2 لوله  به  را   RNXTM -PLUS سرد  یخ  محلول 
کرده،  اضافه  بافت  میلی گرم   50 حاوی  میلی لیتری 
گرداب 5-10 ثانیه و در دمای اتاق به مدت 5 دقیقه 
شد.  اضافه  کلروفرم  میکرولیتر   200 شد.  انکوبه47 
 5 مدت  به  شدند.  مخلوط  خوب  ثانیه   15 مدت  به 
شدند.  انکوبه  سانتی گراد  درجه   4 با  یخ  روی  دقیقه 
درجه   4 در  دقیقه  در  دور   12000 در  سانتریفیوژ48 
سانتی گراد به مدت 15 دقیقه، فاز آبی را به لوله جدید 
1/5 میلی لیتری بدون RNase49 منتقل شد. به آرامی 
مخلوط شده و به مدت 15 دقیقه روی یخ قرار داده 

44. Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
45. Ribonucleic Acid
46. Restricted Numeric Exchange
47. Incubation
48. Centrifuge
49. Ribonucleases

شد. مخلوط با دور 12000 در دمای 4 درجه سانتی گراد 
به مدت 15 دقیقه سانتریفیوژ شد. مایع رویی را دور 
اضافه  آن  به  درصد   75 اتانول  میلی لیتر   1 و  ریخته 
جای  از  گلوله  تا  گرفت  صورت  ورتکس50  کمی  شد، 
خود خارج شده و سپس در دمای 4 درجه سانتی گراد 
به مدت 8 دقیقه در 7500 دور در دقیقه سانتریفیوژ 
برای  گلوله  و  ریخته شد  دور  مجدداً  رویی  مایع  شد. 
گلوله در 50  اتاق خشک شد.  دقیقه در دمای  چند 
میکرولیتر آب با DEPC51 تصفیه شد. برای کمک به 
آب  حمام  در  دقیقه   10 مدت  به  را  لوله  شدن،  حل 
60-55 درجه سانتی گراد قرار داده و سپس آن ها را در 
80 درجه سانتی گراد نگه داشتیم. قبل از شروع سنتز 
آلاینده های  مقدار  و  اندازه گیری  را  غلظت   ،cDNA52

استخراج   RNA غلظت  بررسی  شد.  بررسی  احتمالی 
 �ermo Fisher( شده با استفاده از دستگاه نانو قطره
 cDNA ترکیبات سنتز  انجام شد.   )Scienti�c, USA
کیت )پارستوس، ایران( در )جدول 1( اشاره شده است 
که عبارت بود از: )پرایمر کنترل cDNA، بافر - مخلوط 

.)DEPC 2(، مخلوط آنزیمی، آب تصفیه شده باx(
2x: بافر: یک محلول شیمیایی است که به حفظ 
بیوشیمیایی  واکنش های  برای  مناسب  و شرایط   pH
باز  و  اسید  شامل  معمولاً  بافر ها  می کند.  کمک 
متعادل هستند؛ مخلوط )2x( نشان دهنده این است 
50. Vortex
51. Diethyl pyrocarbonate
52. copy DeoxyriboNucleic Acid

شکل 1. تمرین مقاومتی- استقامتی )مقاومتی-هوازی(

RNase و سایر کیت‌های مخلوط شده جزء در لوله آزاد )poly (A) mRNA یا Total RNA( الگو RNA .1 جدول

RNA 1ng- 5μg الگویX μl

)2x( 10بافر - مخلوط

2مخلوط آنزیمی

DEPC آب تصفیه شده باμl 20 تا

RNA 1ng- 5μg : این مقادیر به غلظت RNA اشاره می‌کنند. ng مخفف نانوگرم است و μg مخفف میکروگرم.
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که این بافر در غلظت دو برابری )2 برابر( غلظت نرمال 
یا پایدار است. به عنوان مثال، اگر یک بافر 1x همان 
 2x بافر  باشد،  واکنش خاص  برای یک  نرمال  ترکیب 
دو برابر غلظت مواد تشکیل دهنده اش دارد. این کاربرد 
برای  رقیق سازی  برای  علمی  پروتکل های  در  معمولاً 

دستیابی به غلظت دلخواه است.
ترکیب  یک  کاربکسیلات(:  اتیلپی  )دی   DEPC
به عنوان یک عامل غیرمستقیم  شیمیایی است که 
برای حذف رونوشت های RNA است. DEPC می تواند 

به RNA متصل شود و از تجزیه آن جلوگیری کند.
X μl : این عبارت به مقدار مشخصی از مایع اشاره 
است.  شده  اندازه گیری   )μl( لیتر  میکرو  به  که  دارد 
به عنوان  باشد،  نماینده هر عددی  X می تواند  حرف 
این  پروتکل ها،  اکثر  در  غیره.  و   μl  10  ،μl  5 مثال، 
نشان دهنده حجم مورد نیاز از یک محلول خاص برای 

انجام یک واکنش یا آزمایش است.
آلمان(   ،96  Light Cycler( از   Real Time PCR
بود. قبل از آزمایش، بهینه سازی دقیق شرایط آزمایشی 
بود.  مهم  بسیار  مرحله  هر  در  کنترل ها  گنجاندن  و 
تا حد  فلورسنت  DNA سبز  محلول های حاوی رنگ 
امکان از نور محافظت شدند. واکنش آزمایشی با اضافه 
ترتیب نشان داده شده در )جدول 2(  به  اجزاء  کردن 

آماده شد.
زمینه  در  ویژه  به  برند خاص  به یک  گرین:  سینا 
اشاره  مولکولی  تشخیص  و  بیوتکنولوژی  محصولات 
برای  را  مختلفی  محصولات  معمولاً  برند  این  دارد. 

تحقیقات بیولوژیکی و علوم زیستی تولید می کند.
�High Speci» یا city» به HS در اینجا :HS-PCR
«High Sensitivity» اشاره دارد، به این معنا که این 
مخلوط طراحی شده است تا دقت و حساسیت بالایی 

در تشخیص و تقویت نمونه های DNA داشته باشد.

بدان  این  است.  دوبرابر  غلظت  معنای  به   :2x
معناست که مخلوط در غلظت 2 برابر غلظت نرمال 
 ،PCR خود تنظیم شده است. معمولاً در پروتکل های
با  که  می کند  فراهم  را  امکان  این  بالاتر  غلظت های 
در  آن  از  راحتی  به  بتوان  مخلوط،  خود  رقیق سازی 

واکنش استفاده کرد.
)ایکسیژن(:  یا قلمرو اکسیژن   )NO ROX(: ROX
نرمال سازی  برای  که  است  فلورسانت  رنگدانه  یک 
 Real-Time PCR واکنش های  در   سیگنال ها 
 «NO ROX» زمان واقعی( استفاده می شود. عبارت PCR(
نشان دهنده این است که این مخلوط فاقد ROX است 
و بنابراین مناسب برای استفاده در دستگاه هایی است 

که نیازی به نرمال سازی با ROX ندارند.
پخت ابزار qPCR طوری تنظیم شد که فلورسانس را 
در طول مرحله بازپخت / گسترش هر چرخه شناسایی 
و گزارش گردد )جدول 3(. افزون، دمای بازپخت مناسب 
و  شد  انتخاب  استفاده  مورد  پرایمر  مجموعه  برای  را 
محصولات با الکتروفورز ژل آگارز 3 درصد آنالیز شدند. 
 IGF-1, با توجه به مراحل فوق، توالی پرایمر ژن های

Akt, p70s6k به شرح زیر )جدول 4( به دست آمد.

ملاحظات اخلاقی
کلیه اصول کار با حیوانات آزمایشگاهی مطابق با 

بیانیه هلسینکی رعایت گردید. 
دانشگاه  پژوهش  در  اخلاق  از کمیته  این مطالعه 
شناسه  با  اخلاق  کد  رشت،  واحد  اسلامی   آزاد 
IR.IAU.RASHT.REC.1402.049 دریافت کرده است.

تجزیه و تحلیل آماری
با  نمودارها  ترسیم  و  داده ها  تحلیل  و  تجزیه 
استفاده از نرم افزار SPSS نسخه 26 انجام گرفت. برای 

جدول 2. اجزاء اضافه‌شده در واکنش آزمایشی

غلظت نهاییشماره/ واکنشمؤلفه

HS-PCR Mix، 2x (NO ROX)12.5 µl1x سینا گرین

F (10 µM)0.5 µl (0.25 – 2µl)0/2 µM (0/1 – 0/8 µM) پرایمر

R (10 µM)0.5 µl (0.25 – 2µl)0/2 µM (0/1 – 0/8 µM) پرایمر

H2O درجه PCRX µl-

DNAX µl الگو
genomic DNA: 20 ng (1 – 100 ng)  
plasmid DNA: 0/5 ng (0/1 – 1 ng)  
bacterial DNA: 5 ng (1 – 10 ng)

-µl 25حجم کل



اثر تمرین مقاومتی-استقامتی بر بیان ژن‌ها در عضلات دوقلو

73� دوره 13 ، شماره 1، زمستان 1403

استفاده  معیار  انحراف  و  میانگین  از  داده ها  توصیف 
مقایسه  جهت  مستقل  تی  آزمون  از  همچنین  شد. 
استفاده گردید و سطح معنی داری )P>0/05( در نظر 

گرفته شد.
یافته‌ها

در )جدول 5( نتایج آمار توصیفی و برابری واریانس‌ها در 
t مستقل در  آماری  آزمون  نتایج  لون و همچنین  آزمون 
بیان ژن‌های مسیر IGF-1, Akt, P70s6k ارائه شده است.
واریانس  همگنی  که  داد  نشان   )6 )جدول  نتایج 
در تمامی ژن ها و گروه ها وجود داشت. جهت بررسی 

PCR جدول 3. برنامه سه مرحله‌ای

درجه حرارتمدت چرخهچرخه‌هاگام

C° 1595 دقیقه1قبل از دناتوراسیون

C° 3095-15 ثانیه40دناتوره سازی

 30C° 65-55 ثانیهآنیل کردن

C° 3072 ثانیهافزونه

جدول 4. نام و توالی پرایمرهای طراحی‌شده

توالی )‘3-‘5( نام شماره

Akt -F TCA CCT CTG AGA CCG ACA CC
Akt 1

Akt -R CCG TTC ACT GTC CAC ACA CTC

IGF-1-F TGC TTG CTC ACC TTT ACC AGC
IGF-1 2

IGF-1 - R TAA AAG CCC CTT GGT CCA CAC

P70s6k -F GTG CTG TGG ATT GGT GGA GT
P70s6k 3

P70s6k -R TTC TTG TGT GAG GTA GGG AGG

*موارد ذکر شده در جدول بیانگر توالی ژن‌های آزمایشگاهی است.
IGF1: Insulin-like Growth factor-1; Akt: Ak strain Transforming; P70s6k: p70 ribosomal S6 kinase

جدول 5. نتایج آمار توصیفی و مقادیر آزمون برابری واریانس‌ها در متغیرهای بیان ژن مسیر IGF1,Akt,P70s6k )تعداد نمونه‌ها 7 سر رت در هر یک از 
گروه‌های شاهد و تجربی(

گروهژن
انحراف معیار±میانگین
)CTΔ استاندارد شده 
)GAPTH نسبت به

خطای استاندارد
آزمون لون

معنی‌داریآماره

IGF1
378/7530/284±9/0شاهد

1/8500/19
864/6440/629±11/1تجربی

Akt
124/2440/470±12/1شاهد

0/4800/50
255/6770/634±14/1تجربی

P70s6k
131/1090/797±8/2شاهد

0/3820/54
894/9170/724±11/1تجربی

ΔCT: به عنوان تفاوت بین مقادیر CT مربوط به دو ژن مختلف یا دو نمونه مختلف است.
GAPTH: Graph �eory; IGF1: Insulin-like Growth factor-1; Akt: Ak strain Transforming; P70s6k: p70 ribosomal S6 kinase
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دوقلو  عضله  در  تحقیق  متغیرهای  بیان  در  اختلاف 
مستقل   t آزمون  از  تجربی  و  شاهد  گروه های  میان 

استفاده و نتایج در )جدول 6( ارائه گردید.
ژن  بیان  داد  نشان  آماری  تحلیل  و  تجزیه  نتایج 
تمرین  گروه  در   IGF-1,Akt,P70s6k مسیرهای 
افزایش  کنترل  گروه  به  نسبت  استقامتی  مقاومتی- 
بود.  معنی دار  آماری  نظر  از  افزایش  این  و  یافت 
گروه  در   IGF-1,Akt,P70s6k تغییرات  همچنین 
کنترل  گروه  به  نسبت  استقامتی  مقاومتی-  تمرین 
اختلاف معنی داری را نشان دادند )P>0/05( )شکل 2(.

بحث

مقاومتی-  تمرین  اثر  تعیین  هدف  با  حاضر  پژوهش 
 IGF-1, Akt, p70s6k استقامتی بر بیان ژن‌های مسیر
عضلات دو قلو رت‌های سالمند انجام شد. نتایج نشان 
داد تمرین مقاومتی- استقامتی موجب افزایش معنی‌دار 

بیان ژن مسیر IGF-1 در عضلات دو قلو رت‌های سالمند 
می‌گردد. یکی از مکانیسم‌های بالقوه برای کاهش توده 
عضلانی اسکلتی در طول سالمندی، شکست سلول‌های 
عضلانی  فیبرهای  ترمیم  و  جایگزینی  در  ماهواره‌ای 
آسیب دیده است؛ IGF-1 عملکرد سلول‌های ماهواره‌ای 
ماهیچه  بازسازی  طول  در  تمایز  و  تکثیر  افزایش  با  را 
تنظیم کرده و پتانسیل تکثیر سلول‌های ماهواره‌ای را 
در عضله دوقلو بازیابی می‌کند. IGF-1 می‌تواند بیوژنز 
از  مستقل  را  میتوکندری   DNA تکثیر  و  میتوکندری 
این،  بر  علاوه  و  داده  ارتقا   Akt/mTOR دهی  سیگنال 
آپوپتوز را مهار می‌کند. سطوح IGF-1 در پاسخ به ورزش 
بدنی به‌سرعت در انسان افزایش می‌یابد. IGF-1 به طور 
 )CNS53( مرکزی  عصبی  سیستم  به  پلاسما  از  فعال 
منتقل می‌شود و همچنین به صورت موضعی در مغز 
IGF- .توسط سلول‌های عصبی و گلیال تولید می‌شود

1 در عملکردهای مغزی نقش داشته همچنین در پاسخ 
53. Central Nervous System

جدول 6. نتایج آزمون t مستقل در بیان ژن در عضله دو قلو در دو گروه شاهد و تجربی )تعداد نمونه‌ها 7 سر رت در هر یک از گروهای شاهد و تجربی(

معنی‌داریدرجه آزادیآمارهژن
فاصله اطمینان

حد بالاحد پایین

IGF1-3/63120/003*-3/972-0/993

Akt-2/69120/019*-3/851-0/411

P70s6k-3/49120/004*-6/11-1/415

IGF1: Insulin-like Growth factor-1; Akt: Ak strain Transforming; P70s6k: p70 ribosomal S6 kinase

IGF-1, Akt, p70s6k شکل 2. اثر تمرین مقاومتی- استقامتی بر بیان ژن‌های مسیر
P>0/05 معنی‌داری آماری :*
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التهاب عصبی مؤثر است و نقش مهمی در تکثیر  به 
سلول‌های  اساسی  نقش   .)43( دارد  سلولی  تمایز  و 
ماهواره‌ای، مسیر IGF-1 برای سنتز پروتئین و اتوفاژی 
برای  جایگزین  تلاش‌های  به  منجر  عضلانی  رشد  در 
تمرین بدنی می‌شود که این عوامل را به‌عنوان مدیریت 
سن  افزایش  دلیل  به  عضلانی  توده  کاهش  برای  قوی 
مسیر  استقامتی  مقاومتی-  تمرین  می‌کند.  تحریک 
سیگنالینگ IGF-1 را فعال می‌کند و بر اندازه و قدرت 
عضلات در افراد سالمند تأثیر می‌گذارد. نتایج به دست 
آمده از بیان ژن مسیر IGF-1 همسو با مطالعات سئو 
و  ترکیبی  تمرینات  دادند  نشان  که   )32( همکاران  و 
می‌شود،  مسن  افراد  در   IGF-1 افزایش  باعث  هوازی 
متفاوت  ترتیب  تأثیر  بررسی  در  همکاران  و  فرامرزی 
بر  استقامتی  و  مقاومتی  استقامتی  مقاومتی-  تمرین 
نشان  زنان سالمند   IGF-1 و   IL-15 استراحتی  سطوح 
و  مقاومتی  استقامتی  مقاومتی-  تمرین  دادند 8 هفته 
استقامتی بدون توجه به ترتیب تمرین منجر به افزایش 
عوامل سرمی که منجر به رشد عضلات اسکلتی در زنان 
سالمند می‌شود، می‌گردد، بود و با این وجود ناهمسو با 
مطالعه کافی و همکاران )27( که نشان داده شد صرفاً 
تمرینات مقاومتی با شدت بالا در این رده سنی موجب 
افزایش IGF-1 می‌گردد، که این اختلاف نظر را می‌توان 
ناشی از نوع تمرین ارائه شده و تفاوت در نمونه آماری 

دانست.
نتایج نشان داد تمرین مقاومتی- استقامتی موجب 
دو  در عضلات   Akt مسیر  ژن  بیان  معنی دار  افزایش 
قلو رت های سالمند می گردد. مداخلات ورزشی، به ویژه 
ورزش های مقاومتی، ممکن است با تعدیل مسیرهای 
ترویج  برای   Akt/FoxO3a و   Akt/mTOR سیگنال 
 Beclin1 مانند  اتوفاژی،  با  مرتبط  پروتئین های  بیان 
و 54LC3، باعث اتوفاژی در عضله اسکلتی سالمندان 
باعث  می تواند  استقامتی،  مقاومتی-  تمرین  شود. 
اتوفاژی، حفظ کنترل کیفیت میتوکندری و سرکوب 
اسکلتی سالمندان  لیگاز در عضله  یوبیکوئیتین   E3
شود )24(، که ممکن است اثر مفید ناشی از تمرین 
نظر  از  و  کند  ایجاد  سارکوپنی  کاهش  در  را  ورزشی 
مکانیکی، مدولاسیون مسیرهای سیگنال Akt را فعال 
نماید. همچنین از عواملی که باعث سنتز پروتئین در 
آبشار سیگنالینگ  فعال شدن  عضله دوقلو می شود، 
ورزشی  تمرین  از  بعد  مثبت  تنظیم  و   Akt/mTOR
است. به عبارت دیگر، تنظیم پس از رونویسی می تواند 
فیزیولوژیکی  هایپرتروفی  تنظیم  برای  جایگزینی 

54. Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3

توسط بیان ژن فراهم کند. فعال کردن Akt در ابتدا 
عملکرد  درحالی که  می کند  تقویت  را  عضله  رشد 
به  نتایج  با  همراستا  می کند.  حفظ  نیز  را  عضله 
دست آمده پژوهش لای و همکاران )34( نشان دادند 
تمرین مقاومتی- استقامتی در رت های مسن موجب 

فعال سازی مسیر Akt می شود.
 p70s6k بیان  که  داد  نشان  نتایج  این،  بر  علاوه 
مشخص  داشت.  معنی داری  افزایش  تجربی  گروه  در 
خود  پیام رسانی  مسیر  در   mTOR که  است  شده 
برای  که  می شود   “p70s6k" فسفوریلاسیون  باعث 
در   p70s6k نقش   .)14( است  پروتئین ضروری  سنتز 
 افزایش ترجمه mRNA، به عنوان عامل فسفریله شده 
 55eEf-2K است.  توصیف شده  وجه  بهترین  به   ،)eEf-2K(
 mRNA ترجمه   ،56eEF2 فسفوریلاسیون  طریق  از 
 p70s6k بااین حال،  می دهد،  کاهش  و  سرکوب  را 
مستقیماً فسفریله شده و توسط eEf-2K مهار می شود. 
به این ترتیب، mTOR و p70s6k فرآیند ترجمه و بیان 
پروتئین های عضله سازی مورد نیاز را افزایش می دهند. 
شواهد متعدد نشان داده اند که فسفوریلاسیون افزایش 
تمرین  یا  و  پروتئین  دنبال مصرف  به   p70s6k یافته 
همراه  ماهیچه  پروتئین  سنتز  تحریک  با  مقاومتی 
است )13(. از سوی دیگر تمرین مقاومتی- استقامتی 
با  که  شده   Akt- p70s6k مسیر  فعال شدن  موجب 
فعالیت  کاهش  موجب   57GSK3β کردن  فسفریله 
آنزیم  شدن  فعال  به  منجر  عمل  این  می گردد،  آن 
گلیکوژن سنتاز )GS58( گردیده و درنتیجه گلیکوژن 
موارد،  از  بسیاری  در   .)44( می یابد  افزایش  عضله 
در  طولانی مدت  تغییرات  با   p70s6k فسفوریلاسیون 
اندازه عضله ارتباط دارد. بااین حال، گزارش هایی مبنی 
بر عدم ارتباط بین MPS59 حاد یا p70s6k و پاسخ های 
هیپرتروفی در یک موضوع وجود دارد که نشان می دهد 
مکانیسم های دیگری ممکن است درگیر باشند. نتایج 
پژوهش حاضر با قلمبر و همکاران )36( همسو است 
موجب  استقامتی  مقاومتی-  تمرین  دادند  نشان  که 

فعال شدن p70s6k می شود.

پیشنهادات پژوهش
مقاومتی-  تمرین  پژوهش،  این  نتایج  به  توجه  با 
کاهش  برای  مهم  راهبرد  یک  به عنوان  استقامتی 

سارکوپنی در سالمندان پیشنهاد شود.

55. Eukaryotic elongation factor 2 kinase
56. elongation factor 2
57. Glycogen Synthase Kinase-3β
58. Glycogen Synthase
59. Mucopolysaccharidosis
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