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Abstract

Introduction: Defective lipophagy is associated with metabolic disorders. 
This study investigated the effect of four weeks of aerobic exercise in a fasted 
state on hepatic unc-51 like autophagy activating kinase 1 (ULK1) in male 
rats with non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD).
Methods: In this experimental research, 30 male Wistar rats with an NAFLD 
model were randomly divided into control groups: fasting, 3-day training, 
5-day training, fasting + 3-day training, and fasting + 5-day training. Unlike 
other rats that had 24-hour access to food, the fasting groups received the 
same amount of nutrition during 10 hours. Continuous running was done for 
four weeks with 3 and 5 sessions per week and in two conditions of feeding 
and fasting. Statistical analysis was done with SPSS software Version 26 using 
one-way variance analysis and Bonferroni test with a significance level of 
(P≤0.05).
Results: A significant increase in the expression of the ULK1 gene was 
observed in the fasting, fasting + 3-day training, and fasting + 5-day training 
groups compared to the control and 3-day training groups (P<0.05). The 
increase of ULK1 in the fasting group was higher than in the 3-day- and 
5-day training groups (P<0.05). Also, the increase of ULK1 in the fasting + 
3-day training and fasting + 5-day training groups was significantly higher 
than the 5-day training group (P<0.05).
Conclusion: Fasting and exercise in the fasting state increase lipophagy and 
might improve NAFLD.
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چکیده

مقدمه: لیپوفاژی معیوب با اختلالات متابولیک مرتبط است. هدف این تحقیق بررسی تأثیر چهار هفته 
تمرین هوازی در حالت ناشتایی بر UNC-51 شبه کیناز -1 فعال کننده اتوفاژیULK1( 1( کبدی در 

رت های مبتلا به کبد چرب غیرالکلیNAFLD( 2( بود.
مواد و روش ها: در تحقیق تجربی حاضر تعداد 30 سر رت ویستار نر مدل NAFLD به صورت تصادفی 
به گروه های کنترل، ناشتا، 3 روز تمرین، 5 روز تمرین، ناشتایی+3 روز تمرین و ناشتایی+5 روز تمرین 
تقسیم شدند. برخلاف سایر رت ها که دسترسی 24 ساعته به غذا داشتند، گروه های ناشتا، همان مقدار 
تغذیه را در طی 10 ساعت دریافت کردند. دویدن تداومی به مدت 4 هفته با تواتر 3 و 5 جلسه در هفته 
و در دو شرایط تغذیه و ناشتایی انجام شد. تجزیه وتحلیل آماری با نرم افزار SPSS نسخه 26 و آزمون 

تحلیل واریانس یک طرفه و بونفرونی و سطح معنی داری )P≥0/05( انجام شد.
ناشتا+5 روز  و  تمرین  ناشتا+3 روز  ناشتا،  بیان ژن ULK1 در گروه های  افزایش معناداری در  یافته ها: 
گروه  در   ULK1 افزایش  .)P<0/05( مشاهده شد  تمرین  روز   3 گروه  و  کنترل  گروه  به  نسبت  تمرین 
 ULK1 همچنین افزایش .)P<0/05( ناشتا نسبت به گروه های 3 روز تمرین و 5 روز تمرین بیشتر بود
در گروه های ناشتا+3 روز تمرین و ناشتا+5 روز تمرین به صورت معناداری نسبت به گروه 5 روز تمرین 

.)P<0/05( بیشتر بود
نتیجه گیری: می توان گفت که ناشتایی و همچنین تمرین در حالت ناشتایی موجب افزایش لیپوفاژی 

و بهبود NAFLD می شود.

کلمات کلیدی: بیماری کبد چرب غیرالکلی، همولوگ پروتئین 1 مربوط به اتوفاژی ، ورزش، ناشتایی، 
آتوفاژی

1. Unc-51 like autophagy activating kinase 1
2. Non-alcoholic fatty liver disease
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مقدمه

بیماری کبد چرب غیرالکلیNAFLD( 1( شایع ترین علت 
بیماری مزمن کبد در کشورهای صنعتی و در حال رشد 
متابولیک  سندرم  ویژگی های  و  سن  افزایش  با  و  است 
که  بیماری  این  که  می شود  زده  تخمین  است.  مرتبط 
بدون  کبد  چربی  از  درصد   5 از  بیش  تجمع  به صورت 
از جمعیت  قابل شناسایی است، 25 درصد  ثانویه  علت 
به تنهایی  ژنتیک  است.  داده  قرار  تأثیر  تحت  را  جهان 
نمی تواند افزایش گسترده در شیوع NAFLD در طول 2 
دهه گذشته و افزایش پیش بینی شده برای دهه های آینده 
را توضیح دهد. اختلال در مسیرهای متابولیک گلوکز و 
نوع  دیابت  و  چاقی  جهانی  شیوع  افزایش  با  که  لیپید 
افزایش  توجیه کننده  زیاد  به احتمال  است،  ارتباط  در   2
افراد مبتلا به NAFLD است. این بیماری و عواقب آن 

مشکلات سلامتی فزاینده ای ایجاد می کنند.
تری  محتوای  افزایش   NAFLD بارز  ویژگی 
وقتی  که  است   )IHTG(2کبدی داخل  گلیسیرید 
صادرات  ترکیبی  نرخ  از  بیشتر   IHTG تولید  میزان 
 )VLDL(3در ذرات لیپوپروتئین بسیار کم چگال TG
اسیدهای چرب مشتق  داخل کبدی  اکسیداسیون  و 

شده از TG باشد، در کبد تجمع می یابد. 
داده های مجموعه ای از مطالعات نشان داده اند که 
 NAFLD به  افراد مبتلا  VLDL-TG در  میزان ترشح 
چرب  اسیدهای  اکسیداسیون  و  است  یافته  افزایش 
کبدی احتمالاً طبیعی است یا افزایش یافته است، این 
امر نشان دهنده افزایش تولید IHTG مکانیسم اولیه 
اسیدهای  است.  کبدی  استئاتوز  حفظ  و  ایجاد  برای 
)الف(  از   IHTG تولید  برای  استفاده  مورد  چرب 
اسیدهای چرب آزادشده به گردش خون سیستمیک 
و پورتال توسط لیپولیز TGs در بافت های چربی زیر 
به  آزادشده  چرب  اسیدهای  )ب(  احشایی؛  و  جلدی 
غذا  از  پس  لیپولیز  توسط  سیستمیک  خون  گردش 
لیپولیز5 کبدی TGs در  TGs در شیلومیکرون4. )ج( 
تولید  )د(  و  کبد؛  تحویل  پلاسما  لیپوپروتئین های 
مجدد اسیدهای چرب از پیش سازهای غیر لیپیدی 
استرس  و  که در کبد سنتز می شوند. سمیت چربی 
لیپید و  نتیجه اختلال در متابولیسم  اکسیداتیو در 
تجمع چربی در NAFLD ظاهر می شود که منجر به 
آسیب و التهاب سلول های کبدی می گردد. لیپوفاژی6 
1. Nonalcoholic fatty liver disease
2. Intrahepatic triglycerides
3. Very-low-density lipoprotein
4. Chylomicron
5. Lipolysis
6. Lipophagy

درون سلولی  چربی  قطرات  انتخابی  تخریب  شامل 
توسط لیزوزوم است و شواهد فزاینده نشان می دهد که 
 NAFLD تنظیم نمی شود. در NAFLD لیپوفاژی در
لیپولیز بافت چربی محیطی افزایش می یابد و منجر 
به افزایش اسیدهای چرب آزاد می شود. مطالعات اخیر 
نشان داده است که قطرات لیپید در سلول های کبدی 
لیپوفاژی  به  موسوم  اتوفاژی  از  انتخابی  نوع  یک  با 
تجزیه می شوند و در نتیجه تجزیه غیرانتخابی لیپیدها 
متابولیک  بیماری های  پاتوژنز7  در  و  می گردد  ایجاد 
نقش دارند. اتوفاژی معمولاً توسط یک محرك داخلی 
یا خارجی به سلول ایجاد می شود که باعث فعال شدن 
تشکیل  و  اتوفاژی  با  مرتبط  پروتئین های  سری  یک 
وزیکول های اتوفاژیک8 و ساختارهای دو غشایی حامل 
پروتئین های مرتبط با اتوفاژی می شود که محموله را 
فرآیند  تکمیل  برای  لیزوزوم ها  به  سپس  و  می پیچد 

اتوفاژیک متصل می شود.
و  انتخابی  اتوفاژی  از  شکلی  عنوان  به  لیپوفاژی، 
نوع جدیدی از متابولیسم لیپیدها، اخیراً مورد توجه 
قرار گرفته است. لیپوفاژی به عنوان تخریب اتوفاژیک 
می شود.  تعریف  سلولی  داخل   )LDs( چربی9  قطرات 
است،  مانده  باقی  ناشناخته  موارد  از  بسیاری  اگرچه 
ارگانیسم ها،  از  بسیاری  در  مهمی  نقش  لیپوفاژی 
دارد.  بیماری ها  و  متابولیک  حالات  سلول ها،  انواع 
شامل  مراحل  از  مجموعه ای  شامل  پویا  فرآیند  این 
و  اتوفاژی  شروع  سلولی،  داخل   LDs تشخیص 
تشکیل اتولیزوزوم10 است که مستلزم دخالت ژن های 
شبه کیناز -1   UNC-51 ازجمله  اتوفاژی  با  مرتبط 
 ULK1 است. پروتئین )ULK1( 11فعال کننده اتوفاژی
نقش کلیدی در القای اتوفاژی در پاسخ به گرسنگی 
دارد و نشان داده شده است که محل فسفوریلاسیون 
در  راپامایسین  هدف  یک  کمپلکس  مسیر  توسط 
فعال  کیناز  پروتیین  و   )mTORC1( پستانداران12 
شده با آدنوزین مونو فسفاتAMPK( 13( است که به 
 ULK1 فعالیت  مثبت  و  منفی  تنظیم کننده  ترتیب 
هستند. همچنین برخی مطالعات نشان می دهد که 
AMPK/SIRT1 به عنوان یک مرکز انرژی در پاسخ 
می شود  گرفته  نظر  در  مغذی  مواد  از  محرومیت  به 
می شود؛  مهار   NAFLD انرژی  بیش ازحد  تأمین  با  و 
انطباقی  پاسخ  به عنوان یک  لیپوفاژی  نقش  بنابراین 
7. Pathogenesis
8. Autophagic vesicles
9. Lipid droplets
10. Autolysosome
11. unc-51 like autophagy activating kinase 1
12. Mammalian target of rapamycin complex 1
13. Adenosine monophosphate-activated protein kinase
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به انواع استرس های شدید خارج سلولی و درون سلولی 
برای درمان بیماری های مرتبط ازجمله NAFLD مهم 

و ضروری است.
اجزای  تخریب  اتوفاژی  گرسنگی،  شرایط  در 
سیتوپلاسمی را به صورت غیرانتخابی افزایش می دهد، 
درحالی که در شرایط غنی از مواد مغذی، اتوفاژی به طور 
حذف  را  خاص  سیتوپلاسمی  محموله های  انتخابی 
برای  جایگزین  مسیر  یک  لیپوفاژی  اخیراً  می کند. 
تخریب LDs از طریق مسیر لیزوزومی اتوفاژی توصیف 
کاتابولیسم  متعارف  مسیر  درحالی که  است.  شده 
 LDs شامل لیپازهای سلولی است که به سطح LDs
متصل می شوند و هیدرولیز14 تری اسیل گلیسرول15 
و متابولیت های پایین دست را در شرایط عادی کاتالیز 
می کنند، بااین حال، نقش های کاملًا آشکار لیپوفاژی 
کبدی  مختلف  بیماری های  در  لیپید  متابولیسم  بر 
ازجمله NAFLD به عنوان یک بیماری شایع در جهان، 

هنوز مشخص نشده است.
اختلال  می تواند  ورزش  که  می دهد  نشان  شواهد 
متابولیسم ناشی از رژیم غذایی غنی از چربی را کاهش 
دهد و ممکن است از کبد در برابر NAFLD محافظت 
چربی  کاهش  باعث  ورزشی  فعالیت  همچنین  کند. 
بدن می شود و اتوفاژی عضلات اسکلتی و میوکارد را 
چشم گیرترین  می کند،  فعال  معمولی  موش های  در 
لیپیدهای  میزان  کاهش  ورزش،  با  کبدی  سازگاری 
کبدی است. جین لان یائو16 و همکاران در سال 2018 
تحقیقی با هدف ارزیابی تمرینات هوازی و مقاومتی 
افراد مبتلا NAFLD نشان دادند  بر چربی کبدی در 
که تمرینات هوازی و مقاومتی در افزایش لیپوپرتئین 
پرچگالHDL( 17( مؤثر بود، اما تنها تمرین هوازی باعث 
کاهش TG شد. مکانیسم های اساسی برای پیشگیری 
پیچیده  و  متنوع  ورزش،  با   NAFLD به  درمان  و 
مکانیسم های  مورد  در  کنونی  مطالعات  هستند. 
و  آنتی اکسیدانی  و  ضدالتهابی19  پرولیپولیتیکی18، 
لیپوفاژی متمرکز شده است. ترویج لیپوفاژی به عنوان 
 NAFLD یک مکانیسم مهم برای پیشگیری و بهبود

با ورزش در نظر گرفته می شود.
در  لیپوفاژی  که  می دهد  نشان  جدید  شواهد 
مهار تجمع LDs نقش دارد. از طرفی مداخلات مؤثر 
مداخلات  یا  ورزش  با  ترویج شده  لیپوفاژی  افزایش  بر 
تغذیه ای در درمان و پیشگیری NAFLD اهمیت دارد. 
14. Hydrolysis
15. Triacylglycerol
16. Jinlan Yao
17. High-density lipoprotein
18. Prolipolytic
19. Anti-inflammatory

بااین حال، هنوز مشخص نیست که آیا ورزش و مداخله 
لیپوفاژی  تنظیم  طریق  از  را   NAFLD غذایی  رژیم 
می تواند  ورزش  چگونه  یا  خیر،  یا  می بخشد  بهبود 
به  با توجه  لیپید را در کبد تعدیل کند.  متابولیسم 
در  مفیدی  اطلاعات  می توانند  کبدی   ULK1 اینکه 
خصوص اثر مداخلات مختلف بر لیپوفاژی در اختیار 
محققان قرار دهد و تاکنون تحقیقی که به طور خاص 
به مقایسه دو روش مداخله تمرینات هوازی و تمرین 
در شرایط ناشتایی بر متغیرهای مرتبط با NAFLD و 
ژن ULK1 انجام نشده است که ضرورت تحقیق حاضر 

را نشان می دهد.
به  حاضر  پژوهش  گفته شده،  مطالب  به  توجه  با 
دنبال استراتژی های درمانی جدیدی که در مدل های 
تجربی برای معکوس کردن اختلال متابولیسم لیپید 
و  پیشگیری  در  لیپوفاژی  تنظیم  مکانیسم  طریق  از 
درمان بیماری کبد استفاده شده اند، تمرکز کرده است 
و به دنبال این پرسش است که آیا تقویت اکسیداسیون 
هوازی  تمرین  به واسطه  کبد  در  آزاد  چرب  اسیدهای 
به  منجر  می تواند  ساعته   14 ناشتایی  و  تداومی 

لیپوفاژی کبد در رت های نر مدل NAFLD گردد؟

مواد و روش ها

در تحقیق تجربی حاضر، تعداد 30 سر موش صحرایی 
وزن  میانگین  با   NAFLD مدل  هفته ای   18 نر 
به عنوان  ایران  پاستور  انستیتو  از  گرم   348±25/53
نمونه پژوهش تهیه شدند. پس از یک هفته آشنایی 
 5 گروه   6 به  تصادفی  به طور  آزمایشگاه،  محیط  با 
تایی شامل کنترل، ناشتایی، ناشتایی و 3 روز تمرین، 
ناشتایی و 5 روز تمرین، 3 روز تمرین، 5 روز تمرین 
دمای  میانگین  با  محیطی  در  رت ها  شدند.  تقسیم 
و  درصد   55±4 رطوبت  سانتی گراد،  درجه   22±1/4
قفس های  در  ساعت   12:12 تاریکی  روشنایی-  چرخه 
مخصوص از جنس پلی کربنات به ارتفاع 43 و طول 
27 و عرض 25 سانتی متر و به تعداد 2 تا 3 سر رت در 
هر قفس در مرکز علوم حیوانات دانشگاه علوم پزشکی 

گرگان نگهداری شدند. 

القای بیماری کبد چرب غیرالکلی در حیوانات
در تحقیق حاضر برای القای NAFLD به رت های 
ویستار از رژیم غذای پرچرب و مصرف ساکاروز استفاده 
شد. به همین منظور با افزودن 30 درصد چربی روغن 
غذای  به  درصد   10 میزان  به  شکر  مخلوط  و  نباتی 
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استاندارد صورت گرفت و روزانه میزان 10 گرم غذا به 
ازای 100 گرم وزن هر رت در اختیار رت ها گذاشته شد.

طراحی آزمایش
تمامی حیوانات مدل NAFLD به آب و غذای پلت 
بدن  وزن  ازای هر 100 گرم  به  غذا  استاندارد )10 گرم 
رت( دسترسی آزاد )در طی 24 ساعت( داشتند و رت ها 
در گروه های گرسنگی، همان مقدار مواد غذایی را طی 
10 ساعت دریافت می کردند. پروتکل ناشتایی به مدت 
زمان  در  ساعت   14 مدت  به  روزانه  و  بود  هفته  چهار 
چرخه بیداری )17:30 عصرها 7:30 صبح( رت ها اعمال 
گردید. جهت القای ناشتایی، رت های گروهای ناشتایی، 
همان مقدار معمول غذای نرمال )10 گرم به ازای 100 
گرم وزن رت( مواد غذایی که بقیه گروه ها طی 24 ساعت 

دریافت می کردند را طی 10 ساعت مصرف کردند.

پروتکل تمرین
به منظور آشناسازی و سازگاری با محیط در هفته 
قرار  تریدمیل  روی  دقیقه   15 مدت  به  حیوانات  اول 
گرفتند و پس از مرحله آشنایی، تمرین هوازی تداومی 
را به مدت 4 هفته به با تواترهای 3 و 5 روز در هفته 
دادند.  انجام  تردمیل  روی  دقیقه   60-45 مدت  به 
برنامه تمرینی اصلی رت ها روی تردمیل با شیب صفر 
درجه با سرعت 14 متر در دقیقه در هفته نخست به 
سرعت 16 و 18 متر در دقیقه با شیب صفر درجه در 

هفته های بعد رسید )جدول 1(.

روش سنجش فاکتورهای بیوشیمیایی و ژن
سطوح آنزیم های کبدی آسپارتات ترانس آمیناز20 

20. Aspartate aminotransferase

روش  به   )ALT( ترانسفراز21  آمینو  آلانین   ،)AST(
برند  کیت های  از  استفاده  با  ترتیب  به  کینتیک22، 
فراسا مد و بایرکس ساخت ایران و دستگاه اتوآنالایزر 
BS480 اندازه گیری شدند. جهت بررسی های مولکولی 
بافت ها  از   RNA استخراج  ابتدا  ژن،  بیان  سطح  در 
در همه گروه های مورد بررسی، طبق پروتکل شرکت 
 cat.No:FABRK001( آزما  تجهیز  یکتا  سازنده 
این  برای  گرفت.  انجام   )lot.No:K812320822
ابتدا 30 میلی گرم از بافت موردنظر از هر عضو  کار، 
 3,5 و   FARB23 بافر  از  لیتر  میکرو   350 با  را  گروه 
کرده  مخلوط  پتواتانول24  -مرکا  بتا  از  لیتر  میکرو 
شد؛  ورتکس  دقیقه   3 مدت  به  را  حاصل  ترکیب  و 
در  دقیقه   10 مدت  به  را  حاصل  مخلوط  سپس 
دمای اتاق انکوبه شده و بعد از فیلترهای موجود در 
فیلتر  را داخل  استفاده شد و مخلوط حاصله  کیت 
دقیقه  به مدت 3   rpm13000 با سرعت  و  ریخته 
سانتریفوژ شد. مایع خارج شده از فیلتر جمع آوری شد 
و  ریخته  میلی لیتری  تیوپ های 1,5  میکرو  و داخل 
به   RNAase FREE درصد  اتانول 70  همان  به اندازه 
 30 مدت  به  حاصله  مخلوط  سپس  شد.  افزوده  آن 
ثانیه ورتیکس شد و بعدازآن میکس موردنظر را داخل 
فیلترهای FARB ریخته شد و با سرعت 1300 دور در 
یک دقیقه سانتریفوژ شد. در مرحله بعد از محلول 
WASH1 به میزان 500 میکرولیتر به فیلتر اضافه 
شد و دوباره مخلوط با همان سرعت سانتریفیوژ شد. 
و در  تکرار شد   WASH2 با محلول  همین مرحله 
عادی  آب  از  لیتر  میکرو   40  –  100 فیلتر  به  انتها 
بالاترین  با  دقیقه   1 مدت  به  و  اضافه   RNAase از 
21. Alanine transaminase
22. Kinetic
23. FARB Buffer
24. Beta-Mercaptoethanol

جدول 1. پروتکل تمرین هوازی تداومی

مرحله 6مرحله 5مرحله 4مرحله 3مرحله 2مرحله 1هفته

مدتسرعتمدتسرعتمدتسرعتمدتسرعتمدتسرعتمدتسرعتسرعت* و مدت#

------------سازگاری با محیط

------8410853 آشنایی با تمرین(

--75105142071045هفته اول تمرین

--87147162512666هفته دوم تمرین

85141018201410101055هفته سوم تمرین

85141018201410101055هفته چهارم تمرین

*سرعت بر حسب متر در دقیقه؛ #مدت بر حسب دقیقه
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بافت  از   RNA آن  نتیجه  در  دور سانتریفوژ شد که 
استخراج گردید. سپس میزان کیفیت، کمیت حاصل 
از RNA با دستگاه نانو دراپ25 اندازه گیری شد و به 
سنتز دی ان ای مکملcDNA( 26( شرکت پارس توس 
 )parstous.lot:2156,REF:A101161( مشهد 
پرداخته شد. برای این کار ابتدا میزان 10 میکرو لیتر 
از بافرمیکس کیت را با 2 لانه از آنزیم کیت مخلوط و 
بعد میزان 1 نانوگرم الی 5 میکروگرم خلوص و میزان 
میکرو   1-2 حدود  مقادیری  گروه ها  عضو  هر   RNA
حاصل  مخلوط  شد.  اضافه  کیس  به   RNA از  لیتر 
 depc treated water با  لیتر  میکرو   20 تا حجم  را 
پرکرده و سپس 10 دقیقه در دمای اتاق انکوبه شد. 
انکوبه گردید  بعدازآن 60 دقیقه در دمای 47 درجه 
و برای توقف، واکنش را 5 دقیقه در دمای 85 درجه 
قرار داده شد و سپس cDNA سنتز شده جهت انجام 
قرار گرفت.  واکنش رونویسی معکوس مورد استفاده 
کمی  روش  به   ULK1 ژن  بیان  سطوح  اندازه گیری 

ریل تایم27 انجام شد.
پرایمرها به روش سایبر گرین28 و سفارش پرایمرها 
انجام  آلمان(  )سنتز  تک  بیو  پیشگام  شرکت  توسط 
دهیدروژناز29  3-فسفات  گلیسرآلدهید-  ژن  شد. 
و  گردید  استفاده  کنترل  ژن  به عنوان   )GAPDH(
میزان بیان ژن موردنظر با فرمول ΔΔCT- 2 محاسبه 
شد. به این صورت که ابتدا سیکل آستانه ژن موردنظر 
هر نمونه از سیکل آستانه ژن خانه گردان همان نمونه 
 )ΔCt= Ct Target-Ct Housekeeping( .کم شد
در مرحله بعد، عدد به دست آمده از ΔCt هر نمونه 
را از نمونه های که نسبت به آن نیاز بود مقایسه شود 
دو  توان  به  را  آمده  دست  به  عدد  منفی  و  کرده  کم 
به دست می آمد   ULK1 ژن  نسبی  بیان  و  رساندیم 
 ΔΔCt=ΔCt Target-ΔCt Reference(ΔΔCt-)
 )2 )جدول  در  استفاده  مورد  پرایمرهای  توالی   E= 2

گزارش شده است.
25. NanoDrop
26. Complementary DNA
27. Real time
28. SYBER Green qpcr master mix (cat.No: YT2552,lot.P2003)
29. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

تجزیه و تحلیل آماری
به صورت  متغیرها  همگی  حاضر  تحقیق  در 
برای  شده اند.  بیان  استاندار  انحراف  و  میانگین 
بررسی نرمال بودن توزیع داده ها و همچنین تجانس 
واریانس ها بین گروه های تحقیق به ترتیب از آزمون های 
مقایسه  برای  شد.  استفاده  لون31  و  شاپیرو-ویلک30 
روش  از  تحقیق  گروه های  در  بررسی  مورد  متغیرهای 
در  و  شد  استفاده  یک طرفه32  واریانس  تحلیل  آماری 
صورت معنی داری برای یافتن محل اختلاف از آزمون 
تعقیبی بونفرونی استفاده شد. تجزیه و تحلیل آماری 
با استفاده از نرم افزار SPSS نسخه 26 استفاده شد و 

سطح معنی داری )P<0/05( در نظر گرفته شد.

ملاحظات اخلاقی
آزمایشگاهی  حیوانات  با  کار  اخلاقی  موارد  همه 
از  پژوهش  این  است.  شده  رعایت  مطالعه  این  در 
دانشگاه آزاد واحد علی آباد کتول کد اخلاق به شناسه 
نموده  دریافت   IR.IAU.AK.REC.1399.026

است.

یافته ها

در  گروه ها  معیار  انحراف  میانگین،  توصیفی  گزارش 
)جدول 3( ارائه شده است.

)جدول 4( مربوط به مقایسه بین گروهی متغیرهای 
مورد بررسی در گروه های تحقیق است.

با توجه به نتایج آزمون تحلیل واریانس یک طرفه 
 ،)P>0/100( تفاوت معنی داری در متغیرهای دور شکم
 )P>0/001( آلانین آمینوترانسفراز ،)P>0/001( ULK1
گروه های  بین   )P=0/001( آمینوترانسفراز  آسپارتات  و 
تحقیق وجود داشت. به منظور یافتن محل اختلاف از 
آزمون تعقیبی بونفرونی استفاده شد که نتایج آن در 

)جدول 5، شکل 1( ارائه شده است.
 

30. Shapiro–Wilk test
31. Levene’s test
32. One-way analysis of variance test

جدول 2. توالی پرایمرهای مورد استفاده

تعداد نوکلئوتیدهاتوالی پرایمرژن

UNC-51 مرتبط با کیناز 1-
For: 5′- GGAGGAGTATCTGATAGGGCAG -3′
Rev: 5′- AACCCGGTGCTCTTTGTCAC -3′

20
20

گلیسرآلدهید- -3فسفات دهیدروژناز
′For: 5′- CACTGAGCATCTCCCTC ACAA-3

′Rev: 5′- TGGTATTCGAGAGA AGGGAGG -3
22
22
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بحث

نتایج تحقیق حاضر نشان داد که پروتکل ناشتایی موجب 
افزایش بیان ژن ULK1 کبدی نسبت به گروه کنترل 
اثر تعاملی ناشتایی و تمرینات ورزشی  شد. در بررسی 
نیز نتایج تحقق حاضر نشان دهنده افزایش بیشتر بیان 
و  تمرین 3  تواتر  با  ناشتایی  ULK1 در گروه های  ژن 
به گروه کنترل شد.  تمرین در هفته نسبت  5 جلسه 
افزایش ULK1 در گروه های 3 و 5 جلسه تمرین در 
حالت ناشتایی نسبت به گروه 5 جلسه تمرین بیشتر 
بود؛ همچنین افزایش ULK1 در گروه 5 جلسه تمرین 
در حالت ناشتایی نسبت به گروه 3 جلسه در هفته نیز 
بیشتر بود؛ که این نتایج نشان دهنده نقش حجم تمرین 

در حالت ناشتایی بر افزایش ULK1 است. 
مولر33 و همکاران در تحقیقشان گزارش کردند که 
 ULK1 بیان ژن  افزایش  ناشتایی موجب  36 ساعت 
در عضله اسکلتی شد که با تغییرات ULK1 در گروه 
علت  بود.  متفاوت  کنترل  گروه  به  نسبت  ناشتایی 
تفاوت در  به دلیل  نتایج ممکن است  تفاوت در  این 
میزان  در  تفاوت  و همچنین  مطالعه  مورد  بافت های 
مداخله ناشتایی باشد؛ چون در تحقیق مولر مداخله 
بود درحالی که در تحقیق حاضر  ناشتایی 36 ساعت 
بود.  ساعتی   14 زمانی  بازه  یک  ناشتایی  مداخله 
که سیگنال  داد  نشان  مولر  تحقیق  نتایج  همچنین 
از  مستقل  ورزش،  دقیقه   60 از  پس  اتوفاژی  دهی 
33. Møller

جدول 3. میانگین و انحراف استاندارد گروه های تحقیق

گرسنگی5+ روز 
تمرین

گرسنگی3+ روز 
تمرین 5 روز تمرین 3 روز تمرین گرسنگی کنترل  متغیرها

66/10±98/05 71/15±02/90 100/44±88/54 119/23±24/93 58/5±44/88 197/101±62/96 ALT

141/89±42/77 137/52±68/35 223/64±14/49 213/63±78/65 221/40±48/86 465/130±94/76 AST

11/7±20/37 9/5±34/26 1/10±91/71 1/1±36/48 10/3±40/02 1/0±00/00 ULK1

1/0±06/03 1/0±08/04 1/0±22/08 1/0±23/04 1/0±06/02 1/0±20/52 دور شکم به سینه

ULK1: UNC-51 شبه کیناز 1- فعال کننده اتوفاژی؛ ALT: آلانین آمینوترانسفراز؛ AST: آسپارتات آمینوترانسفراز

جدول 4. نتایج آزمون تحلیل واریانس یک طرفه جهت مقایسه میانگین گروها

P F df میانگین مربعات مجموع مربعات منابع تغییر متغیرها

0/001* 6/083

5 13524/499 67622/494 بین گروهی

ALT24 2223/453 53362/876 درون گروهی

29 120985/370 جمع کل

<0/001* 9/756

5 61416/249 307081/243 بین گروهی

AST24 6295/302 151087/236 درون گروهی

29 458168/479 جمع کل

<0/001* 8/284

5 129/424 647/118 بین گروهی

ULK124 15/624 347/945 درون گروهی

29 1022/083 جمع کل

<0/001* 42/557

5 17/200 86/000 بین گروهی

24دور شکم 8640/300 8640/300 درون گروهی

29 6936/000 جمع کل

*: سطح معنی داری )P>0/001( ؛ ALT: آلانین آمینوترانسفراز؛ AST: آسپارتات آمینوترانسفراز؛ ULK1: UNC-51 شبه کیناز 1- فعال کننده اتوفاژی؛ df: درجه آزادی
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فعال  انسان  اسکلتی  عضله  در  تغذیه ای،  وضعیت 
می شود و نشان می دهد که شروع اتوفاژی یک پاسخ 
فیزیولوژیکی مهم به ورزش در انسان است. این در حالی 
بود که در تحقیق حاضر در گروه های تعاملی افزایش 

تمرین  تواتر  با  گروه  در  بخصوص   ULK1 ژن  بیان 
بیشتر به صورت معنی داری بیشتر از گروه های تمرین 
در حالت تغذیه شده بود؛ بنابراین می توان گفت که در 
صورت انجام تمرینات با تواتر تمرینی بیشتر به علت 

جدول 5. نتایج آزمون تعقیبی بونفرنی جهت مقایسه میانگین های گروه های مداخله با کنترل

ULK1 AST ALT دور شکم گروه 2 گروه 1

0/015* <0/001** <0/001** <0/001** گرسنگی

کنترل

1/00 <0/001** 0/221 <0/001** 3 روز تمرین

1/00 <0/001** 0/052 <0/001** 5 روز تمرین

0/041* 0/002* 0/004* <0/001** گرسنگی 3+ روز تمرین

0/006* <0/001** 0/003* <0/001** گرسنگی 5+ روز تمرین

0/021* 1/00 1/00 1/00 3 روز تمرین

گرسنگی
0/013* 1/00 1/00 1/00 5 روز تمرین

1/00 1/00 1/00 1/00 گرسنگی 3+ روز تمرین

1/00 1/00 0/777 0/081 گرسنگی 5+ روز تمرین

1/00 1/00 1/00 1/00 5 روز تمرین

30/059 روز تمرین 1/00 1/00 1/00 گرسنگی 3+ روز تمرین

0/009* 1/00 1/00 0/032* گرسنگی 5+ روز تمرین

0/038* 0/774 1/00 1/00 گرسنگی 3+ روز تمرین
5 روز تمرین

0/006* 0/116 1/00 1/00 گرسنگی 5+ روز تمرین

1/00 0/067 1/00 1/00 گرسنگی 5+ روز تمرین گرسنگی 3+ روز تمرین

 ULK1: UNC-51 آسپارتات آمینوترانسفراز؛ :AST آلانین آمینوترانسفراز؛ :ALT ؛)P<0/001( ؛ **: سطح معنی داری)P<0/05( سطح معنی داری :*
شبه کیناز 1- فعال کننده اتوفاژی

شکل 1. مقایسه تغییرات ژن UNC-51 شبه کیناز 1- فعال کننده اتوفاژی در گروه های تحقیق. *: تفاوت معنی دار نسبت به گروه کنترل؛ #: تفاوت معنی دار نسبت 
به گروه ناشتایی؛ &: تفاوت معنی دار نسبت به گروه 3 روز تمرین؛ $: تفاوت معنی دار نسبت به گروه 5 روز تمرین
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افزایش عوامل مؤثر در لیپوفاژی مانند ULK1، سطح 
لیپوفاژی بیشتر افزایش می یابد. می توان علت تفاوت 
در نتایج تحقیق مولر نسبت به تحقیق ما را به تفاوت 
در نمونه های مورد بررسی و همچنین بافت های مورد 
بافت  از  حاضر  تحقیق  در  چون  داد؛  نسبت  مطالعه 
فیزیولوژیک  دلایل  به  بنا  که  شد  شده  استفاده  کبد 
یک بافت مهم متابولیکی است. گزاش شده است که 
استرس  باعث  موش ها  در  تردمیل  روی  حاد  دویدن 
اکسیداتیو میتوکندری در 3 تا 12 ساعت و میتوفاژی 
در 6 ساعت پس از ورزش در عضله اسکلتی می شود 
اهمیت  و  ورزش  از  ناشی  میتوفاژی  با  ارتباط  در  که 
این،  بر  علاوه  است.   AMPK - ULK1 سیگنال دهی 
اتوفاژی توسط AMPK که یک حسگر انرژی کلیدی 
هموستاز  حفظ  برای  را  سلولی  متابولیسم  و  است 
انرژی تنظیم می کند، ترویج می شود. برعکس، اتوفاژی 
توسط mTOR، یک تنظیم کننده مرکزی رشد سلولی 
که فاکتور رشد و سیگنال های غذایی را ادغام می کند، 
مهار می شود. تعداد فزاینده ای از شواهد نشان داده اند 
مالونیل  غلظت  کاهش  با   AMPK فعال سازی  که 
پالمیتوئیل  کارنیتین  مهارکننده  یک   ،A34 کوآنزیم 
افزایش  را  چرب  اسید  اکسیداسیون  ترانسفراز135، 
می دهد. تحت ناشتایی گلوکز، AMPK با فعال کردن 
و   Ser17 فسفوریلاسیون  طریق  از   Ulk1 مستقیم 
Ser777، اتوفاژی را ترویج می کند. تحت کفایت مواد 
 ULK1 بالا با فسفریله کردن mTOR مغذی، فعالیت
Ser757 و مختل کردن تعامل بین ULK1 و AMPK از 
فعال سازی Ulk1 جلوگیری می کند؛ این فسفوریلاسیون 
است.  مهم  اتوفاژی  القای  در   ULK1 برای  هماهنگ 
با توجه به اینکه هر دو مداخله ناشتایی و تمرینات 
ورزشی هر دو موجب فعال سازی AMPK می شوند و 
از طرفی فعال سازی AMPK موجب سیگنال دهی به 
ULK1 می شود می توان علت تغییرات بیشتر در بیان 
ژن ULK1 در گروه تمرین در حالت ناشتایی نسبت 
از  کرد.  توجیه  تغذیه  حالت  در  تمرین  گروه های  به 
طرفی در مقایسه روش های مداخله در گروه ناشتایی 
تغییرات  هفته  در  جلسه   5 تمرین  تواتر  همراه  به 
این  و  بود  بیشتر  تمرین  گروه های  به  نسبت   ULK1
بود.  معنی دار  نیز  ناشتایی  گروه  به  نسبت  تغییرات 
می توان افزایش بیشتر ULK1 در این گروه را به عنوان 
یک سازگاری متابولیکی با هدف لیپولیز بیشتر برای 

پاسخ به تأمین انرژی بیشتر نسبت داد.
همچنین یافته های تحقیق حاضر نشان می دهد 
34. Malonyl-coenzyme A
35. Carnitine palmitoyltransferase I

ساعته   14 ناشتایی  و  دویدن  هوازی  تمرینات  که 
آلانین  آنزیم های  و  شکم  دور  محیط  کاهش  موجب 
آمینوترانسفراز37  آسپارتات  و   )ALT( آمینوترانسفراز36 
تشخیص  فزاینده ای  به طور  شد.  کبد  بافت   )AST(
به ویژه  بیش ازحد،  چربی  محل  که  می شود  داده 
)VAT(، هنگام  احشایی38  بافت چربی  افزایش رسوب 
چاقی  و  اضافه وزن  سلامتی  نامطلوب  اثرات  تعیین 
مهم است. یافته های بررسی های سیستماتیک تأیید 
یا  ورزش  از  ناشی  انرژی  منفی  تعادل  که  می کند 
عوامل خطر  و   VAT معنی دار  کاهش  با  غذایی  رژیم 
اسیدهای  آزاد  جریان  است.  مرتبط  متابولیک  قلبی 
مانند  التهابی  و  زیستی  فعال  مولکول های  چرب، 
سیتوکین ها39 و آدیپوکین ها40 از چربی احشایی، کبد 
را در معرض تجمع چربی و التهاب قرار می دهد. انتشار 
مداوم عوامل پیش التهابی41 و محتوای چربی بالا در 
گردش خون منجر به التهاب سیستمیک و مقاومت 
به انسولین می شود. پیامدهای متابولیکی مقاومت به 
انسولین منجر به هایپرگلیسمی42، دیس لیپیدمی43، 
افزایش نشانگرهای التهابی و چاقی احشایی می شود 
و این چرخه معیوب چربی احشایی و القای مقاومت 
سلول های  چربی  نفوذ  تشدید  باعث  انسولین  به 
با  مطابق  منظم  ورزشی  فعالیت  می شود.  کبدی 
دستورالعمل های فعلی، در ترکیب با یک رژیم غذایی 
با کاهش معنی دار VAT همراه است. محور  متعادل، 
بین بافت چربی و کبد در بیشتر آسیب های وارده به 
این بافت در رابطه با رژیم های غذایی چاق کننده است 
بنابراین کاهش چربی احشایی می تواند موجب کاهش 
به سلولهای کبدی  و آسیب  تجمع چربی ها در کبد 
آمینوترانسفرازها  سطوح  افزایش  آن  نتیجه  که  شود 
مانند ALT و AST به عنوان بیومارکرهای مرتبط با کبد 
بیشترین  ما،  تحقیق  نتایج  اساس  بر  می شود.  چرب 
و   )197,62( چرب  کنترل  گروه  در   ALT میانگین 
کمترین میانگین آن در گروه های ناشتایی )58/44( و 
گروه ناشتایی با تواتر 5 روز تمرین )66,980( مشاهده 
گروه  در   AST میانگین  بیشترین  همچنین  شد. 
در  آن  میانگین  کمترین  و   )465,94( چرب  کنترل 
گروه )ناشتایی + 5 روز تمرین( )141,42( مشاهده شد. 
مصرف بیش ازحد لیپید منجر به دریافت انرژی اضافی 
و تجمع چربی در بدن می شود. افزایش چربی احشایی 
36. Alanine aminotransferase
37. Aspartate aminotransferase
38. visceral adipose tissue
39. Cytokines
40. Adipokines
41. Proinflammatory agents
42. Hyperglycemia
43. Dyslipidemia
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جریان اسیدهای چرب آزاد را به کبد افزایش می دهد 
و منجر به استئاتوز کبدی می شود. تصور بر این است 
که مصرف بیش ازحد اسیدهای چرب اشباع شده باعث 
ایجاد مقاومت به انسولین و دیابت نوع 2 می شود 2؛ 
تداومی  نظر می رسد که 4 هفته دویدن  به   بنابراین، 
)3 روز و 5 روز( و ناشتایی 14 ساعته بر میزان تغییرات 
تأثیر  چرب  کبد  مدل  نر  رت های  کبدی  آنزیم های 
کبدی   AST و   ALT کاهش  باعث  و  دارد  معناداری 
فعالیت  انجام  که  است  معنی  این  به  این  می شود. 
بیان  می تواند  مناسب  غذایی  رژیم  داشتن  و  ورزشی 
آنزیم های کبدی را تنظیم نموده و از آسیب بافت کبد 
جلوگیری نماید. لیو44 و همکاران نشان دادند که یک 
رژیم غذایی کم چرب به همراه ورزش می تواند کاهش 
قابل توجهی در چربی کبد به وجود آورد؛ درحالی که 
در سایر گروه های حیوانی، رژیم غذایی پرچرب باعث 
و  انسولین  به  مقاومت  التهاب،  و  کبدی  استئاتوز 
 )TNFα( تومور-آلفا45  نکروزدهنده  فاکتور  افزایش 
فعال شدن  با  است  تغییرات ممکن  این  خواهد شد. 
پراکسی  تکثیرکننده های  توسط  فعال شده   γ گیرنده 
زومPPARγ( 46( مرتبط باشد. همچنین برخی یافته ها 
سرعت  تنظیم  با  مداوم  هوازی  تمرین  که  داد  نشان 
راهبردی  اهداف  از  یکی  تمرین  مراحل  مدت حین  و 
پلاسمایی  غلظت  کاهش  برای  مناسب  تمرینی 
تغییر  بدون  حتی  هستند.  سرمی  آمینورانسفازهای 
 NAFLD بر  ورزشی  تمرینات  مثبت  اثرات  نیز  وزن 

گزارش شده است.
کبد با کاتابولیسم گلیکوژن، بسترهای انرژی را به 
تمرین هوازی  بنابراین،  بافت های محیطی می رساند؛ 
بر متابولیسم گلیکوژن نیز تأثیر دارد و گلوکونئوژنز47 
را با حفظ هموستاز گلوکز در طول ورزش، کاهش و از 
باعث حفظ گلیکوژن کبد می شود. گلیکوژن  راه  این 
کبدی در افراد مبتلا به چاقی و دیابت با فعال کردن 
گلیکوژن سنتاز کیناز-3 بتای48 کبدی کاهش می یابد 
که گلیکوژن سنتاز49 را سرکوب می کند. علاوه بر این، 
متابولیک  فنوتیپ  کبدی،  گلیکوژن  سنتز  افزایش 
بهبود  را  پرچرب  غذایی  رژیم  با  تغذیه شده  رت های 
کبدی  گلیکوژن  افزایش  روی هم رفته،  می بخشد. 
ممکن است یکی از مکانیسم هایی باشد که با تمرین 
هوازی، مقاومت به انسولین کبدی و NAFLD را بهبود 
AMP/ می بخشد. افزایش گلیکوژن به کاهش نسبت
44. Liu
45. Tumor Necrosis Factor Alpha
46. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
47. Gluconeogenesis
48. Glycogen synthase kinase 3β
49. Glycogen Synthase

می کند.  فعال  را   AMPK که  می کند  کمک   ATP
آمادگی  که  می دهد  نشان   HELENA مطالعه  نتایج 
بر  محافظتی  اثرات  است  ممکن  بالا  تنفسی  قلبی 
بالا  کمر  دور  با  نوجوانان  در  کبدی  آنزیم های  سطح 
داشته باشد و ورزش با تمرکز بر افزایش آمادگی قلبی 
ابزار  می تواند  شکمی  چربی  کاهش  و  بالا  تنفسی 
در  که  باشد؛   NAFLD درمان  و  پیشگیری  در  خوبی 
و  شکم  دور  چربی  کاهش  به صورت  حاضر  تحقیق 

کاهش آمینوترانسفرازهای کبدی مشاهده شد.
 ATG13 و هم ULK1 مطالعات نشان می دهد که هم
کمپلکس آغازین ممکن است از طریق فسفوریلاسیون 
گزارش  شوند.  تنظیم   MTORC1 توسط  هدایت شده 
ULK1 Ser757 توسط  شده است که فسفوریلاسیون 
MTORC1 با تداخل در ارتباط آن با AMPK، فعالیت 
و  کبد  میتوکندری  فعالیت  می کند.  مهار  را  آن 
متابولیسم لیپید را از طریق القای میتوفاژی افزایش 
تنظیم  با  می تواند   ULK1،این بر  علاوه  می دهد. 
 M150 )FOXM1(سرچنگالی جعبه  پروتئین   بیان 
کند.  پشتیبانی  کبد51  سلولهای  کارسینوم  رشد  از 
ULK1 از طریق مکانیسم های اتوفاژی و غیر اتوفاژی 
می دهد.  کاهش  را  لیپید  از  ناشی  التهاب  و  سمیت 
و   )APAP( استامینوفن  سمیت   ULK1 همچنین، 
سنتز کلسترول کبدی را از طریق یک سیگنال دهی 
برخی  می دهد.  افزایش  متعارف  غیر  اتوفاژی  مستقل 
تحقیقات نشان دادند که فعالیت بدنی سیگنال دهی 
اتوفاژیک را از طریق ULK1 در عضله اسکلتی انسان 
فسفوریلاسیون  ورزش  همچنین  می دهد.  افزایش 
ULK1 را در Ser555 افزایش داده و لیپوژنز را کاهش 
داده اند که ورزش  نشان  نیز  برخی مطالعات  می دهد. 
و  می دهد  افزایش  را   ULK1 سیگنال دهی  جسمانی 
این پاسخ در طول روزه داری افزایش می یابد. در تحقیق 
ما نیز بیشترین افزایش ULK1 کبدی در گروهی بود 
که علاوه بر ناشتایی، بیشترین تواتر تمرین در هفته 

را نیز داشتند.

محدودیت های پژوهش
به  می توان  حاضر  تحقیق  محدودیت های  از 
سیگنال دهی  با  مرتبط  عوامل  اندازه گیری  عدم 
عدم  همچنین  و   mTOR و   AMPK مانند   ULK1
و   ULK1 بین  سیگنالدهی  مولکول های  اندازه گیری 

آمینوترانسفرازها اشاره کرد.

50. Forkhead box protein M1
51. Hepatocellular carcinoma
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