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Background and Aim Apoptosis or programmed death is active biological process and reversible that the 
balance between growth and cell death in various tissues, particularly myocardial tissue is essential role. 
The aim of this study was the effect of 8 weeks High Intensity Interval Training (HIIT) with and without 
food restriction on gene expression of Caspase 3 and 9 in rats.
Methods & Materials This study was experimental multi group design with control group which conducted 
on 30 rats with two months old male. Subjects were divided in to five homogenous groups including base 
control, control, caloric restriction, interval exercise training and caloric restriction+interval exercise train-
ing. Training groups five sessions in weeks were participated in interval exercise training for 8 weeks. The 
level of gene expression of the proteins Caspase 3 and 9 was evaluated by Real Time-PCR. Dates were 
analyzed using the 1-way ANOVA at the level of (P<0.05).
Ethical Considerations The protocol of this study was approved by the Medical Committee of Sanandaj 
University of Medical Sciences (Code: IR.MYK.REC.1397.5022).
Results The results showed that the training group had a significant decrease in gene expression of Cas-
pase 3 in comparison with caloric restriction+exercise training (P<0.05). Also, exercise training and exer-
cise training+caloric restriction significantly decrease in the gene expression of Caspase 9 compared to 
caloric restriction, base control and control (P<0.05) and significantly decrease in the gene expression of 
Caspase 3 compared to base control and control (P<0.05).
Conclusion According to the results, it seems that high intensity interval training with and without calorie 
restriction provides the necessary adaptations to inhibit or stop apoptosis induced by aerobic exercise. 
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A B S T R A C T

Extended Abstract

1. Introduction

poptosis is a biologically active and revers-
ible process that plays a key role in regulating 
the balance between cell growth and death in A

various tissues, especially the myocardium. This process 
begins with the compression and fragmentation of chroma-
tins and the condensation of the cellular cytoplasm and ends 
with the crumpling of the cell nucleus and membranes and 
the production of vacuoles containing apoptotic particles 
[1-3]. Apoptosis occurs through the intracellular and extra-
cellular pathways [1, 2, 4]. 
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The internal pathway, as the most important pathway for 
apoptosis, is associated with changes in mitochondrial per-
meability and release of apoptotic agents. Molecular events 
of apoptosis are determined by the balance between pre- 
and anti-apoptotic specific regulatory proteins. In the mean-
time, Bax and Bcl2 proteins are involved as major proteins 
in the formation of apoptosis and mitochondrial apoptotic 
messages. The aim of the present study was to investigate 
the effect of 8 weeks of High-Intensity Interval Training 
(HIIT) with and without calorie restriction on gene expres-
sion of caspase-3 and caspase-9 proteins in male rats.

2. Materials and Methods

The present research was an experimental study per-
formed in a field and laboratory method in which the effect 
of 8 weeks of high-intensity interval training with and with-
out calorie restriction on gene expression of caspase-3 and 
caspase-9 proteins in male rats was investigated. Consid-
ering the suitable conditions of the animal model for the 
present study, 30 two-month-old male Wistar rats were pur-
chased from the Pasteur Institute of Iran. After familiarizing 
the rats with the laboratory environment, they were divided 
into five groups of six (“basic control”, “control”, “calorie 

restriction”, “exercise”, and “exercise and calorie restric-
tion”) (Table 1). In order to control the baseline variables 
and to determine the reference group, the “baseline control” 
group underwent surgery at the beginning of the research 
period using the specified laboratory method. All rats were 
placed on a treadmill for 14 days under a training program.

The subjects in the “control” and “exercise” groups 
freely used standard food and water during the study 
period. To determine the amount of food consumed by 
the “calorie restriction” and “exercise” groups, along 
with the application of calorie restriction to them, the 
amount of food consumed by the other subjects was 
measured daily and the restricted groups received 
50% of the food consumed by the other groups.

3. Results

The results of one-way ANOVA showed that there was a 
significant difference between the expression of myocardial 
caspase-3 protein in male rats (P=0.001). Also, the results 
of Tukey post hoc test showed that the “basic control” and 
“control” groups had a significant increase in the expression 
of myocardial caspase-3 protein compared to the “exercise 

Table 1. Descriptive characteristics of the rats

Groups Body Weight Heart Weight Ratio of Heart Weight to Body Weight

Basic control 173.37±11.96 0.556±0.06 3.10±0.24

Control 399.13±18.67 1.04±0.07 2.62±0.17

Calorie restriction 323.03±7.69 1.06±0.05 3.20±0.22

Exercise 345.26±8.97 1.20±0.06 3.49±0.21

Exercise and calorie restriction 322.93±10.41 1.10±0.02 3.40±0.13

Figure 1. Changes in caspase-3 in different groups

*significant difference compared to basic control, control and calorie restriction groups.
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and calorie restriction” and “exercise” groups (P<0.05). 
The results of one-way ANOVA showed that there was a 
significant difference between the expression rate of myo-
cardial caspase-9 protein in male rats (P=0.001). 

Also, the results of Tukey post hoc test showed that the “ba-
sic control”, “control” and “calorie restriction” groups had 
a significant increase in the expression of myocardial cas-
pase-9 protein compared to the “exercise and calorie restric-
tion” and “exercise” groups (P<0.05). On the other hand, the 
“exercise” group had a significant decrease in the expression 
of myocardial caspase-9 protein compared to the “exercise 
and calorie restriction” group (P<0.05) (Figures 1 and 2).

4. Discussion

Although the exact mechanisms of exercise-induced 
apoptosis are unclear, there are many possible hypotheses 
that need further investigation. One of the important hy-
potheses in this regard is that during exercise, muscle me-
tabolism increases, which leads to the production of ROS 
[5]. High quantities of ROS can produce oxidative damage 
and thus lead to apoptosis via the internal pathway [15].

It has been reported that a significant decrease in cas-
pase-3 protein expression following aerobic exercise was 
associated with a decrease in pre-apoptotic factors such as 
Bax protein expression and Bax to Bcl2 ratio as well as a 
significant increase in Bcl2 anti-apoptotic protein. This 
decrease in mitochondrial apoptotic potential following 
aerobic exercise in elderly rats may be associated with de-
creased release of apoptotic agents such as cytochrome c 
and Apaf1 into skeletal muscle, which significantly reduced 
caspase-3 expression [14].

In the internal pathway, mitochondria and endoplasmic re-
ticulum play a major role in this process, in which the role 
of mitochondria in apoptosis is the most important and have 
been focused in many studies [5, 16, 17]. Under stressful 
conditions, factors such as glucocorticoids, ROS, nitrogen 
monoxide, chemotherapy drugs, radiation, reduced growth 
stimulants, and cytokines cause changes in mitochondrial 
permeability by causing stress; and cytochrome c which 
is located in the inner membrane of the mitochondria and 
interstitial space, is released into the cytosol and binds to 
apoptosis-activating protease factor 1 (Apaf-1) inside the 
release cytosol to form a compound called dATP. This com-
pound then induces apoptosis by activating procaspase-9, 
caspase-9, and caspase-3 [18]. The most important step in 
controlling this pathway is the release of cytochrome c. Cell 
death pathway inhibitory proteins such as Bcl-2 and Bcl-XL 
inhibit the release of cytochrome c and thus play a role [19].

5. Conclusion

According to the results, it seems that high-intensity inter-
val exercise with and without calorie restriction provides the 
necessary adaptations to inhibit or stop apoptosis caused by 
aerobic exercise. In addition, in this study, the contribution of 
caspase-8, especially caspase-6, and even bad protein as path-
ways for possible interactions was not investigated. There-
fore, activation of caspase-3 might have originated externally, 
which was one of the limitations of the present study.

Ethical Considerations

Compliance with ethical guidelines

The protocol of this study was approved by the Medical 
Committee of Sanandaj University of Medical Sciences 
(Code: IR.MYK.REC.1397.5022).

Figure 2. Changes in caspase-9 in different groups 

*significant difference compared to basic control, control and calorie restriction groups; #significant difference compared to exercise 
and calorie restriction groups.
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زمینه و هدف آپوپتوز یا مرگ برنامه ریزی شده یک فرایند زیستی فعال و برگشت پذیر است که در تنظیم تعادل بین رشد و مرگ سلولی 
در بافت  های مختلف به ویژه بافت میوکارد نقش اساسی دارد. هدف از پژوهش حاضر بررسی تأثیر هشت هفته تمرین تناوبی با شدت بالا 

)HIIT( با و بدون محدودیت کالری بر بیان ژن پروتیئن  های کاسپاز سه و نه موش  های نر صحرایی بود.

مواد و روش ها مطالعه حاضر در قالب یک طرح تجربی چند گروهی با گروه کنترل روی 30 سر موش صحرایی نر دو ماهه انجام شد. 
آزمودنی  ها در پنج گروه کنترل پایه، کنترل، محدودیت غذایی، تمرین و تمرین + محدودیت غذایی جایگزین شدند. گروه  های تمرینی 
برای پنج روز در هفته به مدت هشت هفته در برنامه  تمرین تناوبی با شدت بالا شرکت کردند. میزان بیان پروتئین  های کاسپاز سه و 

نه با استفاده از روش RT-PCR بررسی شد. داده  ها توسط آزمون آنالیز واریانس یک طرفه در سطح معنی  داری )P>0/05( تحلیل شدند.

 1397.5022.IR.MYK.REC ملاحظات اخلاقی پروتکل این مطالعه در کمیته پزشکی دانشگاه علوم پزشکی سنندج به شماره مرجع
به تایید رسیده است.

یافته ها یافته  ها نشان داد گروه تمرین کاهش معنی  داری در بیان پروتئین کاسپاز سه نسبت به گروه محدودیت غذایی+ تمرین 
)P>0/05( داشت. همچنین گروه تمرین و تمرین+ محدودیت غذایی کاهش معنی  داری در میزان بیان پروتئین کاسپاز نُه نسبت 
به گروه محدودیت غذایی، کنترل پایه و کنترل )P>0/05( و کاهش معنی  داری در میزان بیان پروتئین کاسپاز سه نسبت به 

.)P>0/05( گروه کنترل پایه و کنترل داشت

نتیجه گیری با توجه به نتایج، به نظر می رسد که تمرین تناوبی با شدت بالا با و بدون محدودیت کالری سازگاری های لازم برای مهار یا 
توقف آپوپتوز ناشی از تمرینات هوازی را فراهم می کند.

کلیدواژه ها: 
تمرین تناوبی با شدت 
بالا، محدودیت کالری، 

کاسپاز

اطلاعات مقاله:
تاریخ دریافت: 13 مرداد 1398

تاریخ پذیرش: 21 آبان 1398
تاریخ انتشار: 11 مرداد 1399

مقدمه

و  فعال  زیستی  فرایند  یک  برنامه ریزی شده  مرگ  یا  آپوپتوز 
تعادل بین رشد و مرگ سلولی  برگشت پذیر است که در تنظیم 
در بافت های مختلف، به ویژه بافت های سوماتیک مانند مغز، عضله 
با فشرده  سازی و  اسکلتی و میوکارد نقش اساسی دارد. این روند 
تکه  تکه کردن کروماتین ها و چگال کردن سیتوپلاسم سلولی کار 
خود را آغاز می کند و با مچاله شدن هسته و غشاهای سلولی و تولید 
واکوئل  های محتوی ذرات آپوپتوتیکی خاتمه می  یابد ]3-1[. با این 
حال، نتایج مطالعات موجود حاکی از آن است که میزان آپوپتوز 
اندک میوکارد )در حدود 0/001 الی 0/002 درصد( ممکن است در 
اثر عوامل درونی یا بیرونی مانند پرتوافکنی، ایسکمی / خون رسانی 

مجدد، داروهای مختلف، سالخوردگی و فشارهای جسمانی )مکانیکی 
انواع  بروز  مقدمات  این طریق  از  و  کرده  پیدا  تشدید  متابولیکی( 

بیمارهای قلبی عروقی را فراهم کند ]2 ،1[.

این فرایند فیزیولوژیایی از طریق دو مسیر داخل و خارج سلولی 
رخ می دهد. مسیر خارجی با اتصال لیگاندهای مهم مانند TNFα و 
Fas به گیرنده  های غشایی القا کننده مرگ راه اندازی می  شود ]4 ،2 
،1[. در حالی که مسیر داخلی به عنوان مهم ترین مسیر ایجاد آپوپتوز، 
با تغییراتی در نفوذپذیری میتوکندری و رهایش عوامل آپوپتوزی 
همراه است. به هر حال، رخدادهای مولکولی آپوپتوز اساساً به واسطه 
تعادل بین پروتئین های ویژه تنظیمی پیش و ضد آپوپتوزی مشخص 
می شود. در این بین، پروتئین های Bax و Bcl2 به عنوان پروتئین های 

1. گروه فیزیولوژی ورزشی، دانشکده علوم انسانی، واحد سنندج، دانشگاه آزاد اسلامی، سنندج، ایران.
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تأثیر 8 هفته تمرین تناوبی با شدت بالا )HIIT( با و بدون محدودیت کالری بر بیان ژن پروتیئن های 
کاسپاز 3 و 9 موش های نر صحرایی
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اصلی در شکل گیری آپوپتوز و پیام  های آپوپتوز میتوکندریایی درگیر 
می شوند. تحقیقات نشان داده  اند که پروتئین Bax با کاهش پایداری 
غشای بیرونی میتوکندری می تواند منتج به رهایش عوامل آپوپتوزی 
مانند سیتوکروم c از فضای بین غشایی شود. این در حالی است که 
پروتئین Bcl2 با فعالیت پیش آپوپتوزی پروتئین Bax مخالفت کرده 
و موجب حفظ یکپارچگی غشای میتوکندری می شود. در این بین، 
فصل مشترک همه مسیرهای آپوپتوزی، درنهایت فعال سازی کاسپاز 

3 و تجزیه پروتئین های حیاتی سلول است ]1-5[.

کاسپازها اجراکنندگان اصلی آپوپتوز هستند. تا به امروز دو مسیر 
پیام رسانی عمده آپوپتوز مشخص شده اند. نخست، مسیر وابسته به 
میتوکندری که به نشانه های خارج سلولی و عوامل داخلی از قبیل 
آسیب پاسخ می دهد. دومین مسیر آپوپتیک به وسیله DNA اعضای 
خانواده بزرگ گیرنده های مرگ به واسطه فعال سازی کاسپاز یک 
تحریک می شود ]6[. کاسپازها، پروتئازهایی هستند که به عنوان 
آغاز کننده ها و اجراکننده های ضروری فرایند آپوپتیک ایفای نقش 
می کنند. به صورت کلاسیک، آبشار کاسپازی به وسیله شکستن1 
کاسپازهای به اصطلاح آغازگر )کاسپاز دو، هشت، نه و ده( به احتمال 
زیاد به واسطه اتوپروتئولیز آغاز می شود. کاسپازهای آغازگر به نوبه 
را  هفت(  و  شش  سه،  )کاسپازهای  اجراکننده  کاسپازهای  خود، 

شکسته و فعال می کنند که به فرایند آپوپتوز منجر می شود ]7[. 

مسیر  در  اجراکننده  پروتئازهای  مهم ترین  از  یکی  سه  کاسپاز 
شناخته شده آپوپتوز لست. کاسپاز سه تا زمانی که کاسپازهای آغازگر 
به وسیله پروتئولیز مستقیم فعالش می کنند، به صورت خاموش باقی 
می ماند. کاسپاز سه فعال شده، مهارکننده DNase فعال کننده کاسپاز 
را می شکند و به مرگ سلولی منجر می شود. فعال شدن کاسپاز سه 
در شرایط هیپوکسیک در چندین گونه سلول از قبیل میوسیت های 
بطنی، سلول های اندوتلیال و سلول های سنگ فرشی کارسینومای 

ریه نشان داده شده است ]8[. 

برخی از محققین معتقدند که بروز فشار در حین فعالیت های 
عوامل  افزایش  با  است  ممکن  شدید  و  سنگین  نسبتاً  ورزشی 
پیش آپوپتوزی یا کاهش پروتئین های ضد آپوپتوزی، باعث تشدید 
این فرایند و پیامدهای بعدی آن شود. هرچند نتایج برخی از 
این  دارد.  اشاره  بدنی  تمرینات  محافظتی  نقش  به  مطالعات 
تناقضات ممکن است عمدتاً ناشی از شدت، مدت و نوع تمرینات 
و  سلامت  وضعیت  یا  مقاومتی(  غیر  برابر  در  )مقاومتی  بدنی 

آمادگی آزمودنی های مورد مطالعه باشد. 

تبریزی و همکاران نشان دادند دوازده هفته برنامه تمرین هوازی 
با شدت 75 تا 80 درصد اکسیژن مصرفی بیشینه به طور معنی  داری 
باعث افزایش بیان ژن کاسپاز 9 در عضله قلبی موش  های صحرایی 
نر در گروه تمرین می  شود ]9[. در مقابل اصغرپور و همکاران در 
پژوهش خود به این نتیجه رسیدند که دوازده هفته تمرین هوازی 

1. Cleavage

باعث کاهش غیرمعنی  دار پروتئین کاسپاز 3 در موش  های صحرایی 
در گروه تمرین نسبت به گروه کنترل می  شود ]10[. 

با حصول پیشرفت های محسوس در زمینه های سلولی و مولکولی 
ورزشی، برخی از مدارک و شواهد از احتمال تسریع فرایند آپوپتوز با 
تمرینات هوازی طولانی مدت خبر می دهند که این احتمال با تلفیق 
یک محدودیت غذایی شدید قوت می  یابد. با این حال اثر تمرینات 
مختلف ورزشی و محدودیت  های غذایی بر آپوپتوز در هاله  ای از ابهام 
قرار داشته و نیازمند اجرای پژوهش های دقیق و جدی در این زمینه 

است.

 با توجه به اینکه تفاوت شدت و مدت تمرینات هوازی مورداستفاده 
در مطالعات مختلف باعث به دست آمدن نتایج متناقضی شده است و 
تاکنون مطالعه جامعی به ویژه در داخل کشور در زمینۀ تأثیر تمرینات 
هوازی با شدت بالاتر از متوسط بر آپوپتوز عضله  اسکلتی و تغییرات 
احتمالی مولکولی و پروتئین  های درگیر در آپوپتوز انجام نشده و 
اغلب مطالعات برخی جنبه  های مورفولوژیکی آپوپتوز در طی فعالیت 
انجام  با  می  رود  انتظار  داده  اند،  قرار  آزمایش  مورد  را  ورزشی حاد 
تحقیق حاضر بتوان ضمن پاسخ به برخی ابهامات موجود و تعیین 
تأثیر تمرینات ورزشی بر آپوپتوز، پیشنهادهای کاربردی متناسبی 
در راستای نحوه  انجام تمرینات و نیز پیش  بینی پیامدهای احتمالی 

ناشی از تمرین همراه با محدودیت کالری ارائه داد.

مواد و روش  ها

پژوهش حاضر از نوع تجربی بود که به شیوه میدانی و آزمایشگاهی 
اجرا شد و در آن تأثیر هشت هفته تمرین تناوبی با شدت بالا با و 
بدون محدودیت کالری بر بیان ژن پروتیئن های کاسپاز سه و نه 

موش های نر صحرایی بررسی شد.

مطالعه حاضر،  برای  مناسب مدل حیوانی  به شرایط  توجه  با   
سی سر موش صحرایی نر دو ماهه ویستار از انستیتو پاستور ایران 
خریداری شد که پس از آشنایی با شرایط آزمایشگاه به پنج گروه 
شش تایی )گروه کنترل پایه، کنترل، محدودیت غذایی، تمرین و 
تمرین و محدودیت غذایی( تقسیم شدند )جدول شماره 1(. گروه 
کنترل پایه در ابتدای دوره پژوهش برای کنترل متغیرهای پایه و به 
عنوان گروه مرجع به روش آزمایشگاهی مورد نظر جراحی شد. همه 
موش ها به مدت چهارده روز تحت برنامه  آشنایی با نحوه  فعالیت روی 

نوارگردان قرار گرفتند.

از  آزادانه  صورت  به  تمرین  و  کنترل  گروه  آزمودنی  های 
غذای استاندارد و آب در طول دوره پژوهش استفاده کردند. 
برای تعیین مقدار غذای مصرفی گروه های محدودیت غذایی 
و تمرین همراه با محدودیت غذایی و اعمال محدودیت غذایی 
برای آن ها، مقدار غذای مصرفی سایر آزمودنی ها به طور روزانه 
اندازه گیری شد و گروه  های دارای محدودیت، 50 درصد مقدار 

غذای مصرفی سایر گروه ها را دریافت کردند. 
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فیزیولوژیکی،  شرایط  تغییر  و  استرس  از  جلوگیری  جهت 
نمونه  ها به مدت دو هفته تحت شرایط جدید نگهداری شدند. 
دما )2±22 سانتیگراد(، رطوبت محیط )5±50 درصد( و چرخه 
ی روشنایی تاریکی 12:12 ساعته، کنترل شد. سپس نمونه ها 
چهارده روز تحت برنامه  آشنایی با نحوه فعالیت روی نوارگردان 
قرار گرفتند. در طی این دوره، شیب نوار گردان صفر درصد، 
سرعت 10 -15 متر بر دقیقه و مدت تمرین 5-10 دقیقه در 
روز بود. در پایان این دوره، موش  ها پس از مطابقت وزنی به طور 
تصادفی به پنج گروه کنترل، کنترل پایه، محدودیت غذایی، 
گروه  دو  تقسیم شدند.  غذایی  محدودیت   + تمرین  و  تمرین 
هفته  در  روز  پنج  برای  غذایی  + محدودیت  تمرین  و  تمرین 
مدت  به  و  جمعه(  و  پنجشنبه  سه شنبه،  دوشنبه،  )یکشنبه، 
 100-90( بالا  شدت  با  تناوبی  برنامه تمرین  در  هفته  هشت 
درصد اکسیژن مصرفی بیشینه، به مدت 60 دقیقه و با سرعت 
هوشمند  الکترونیکی  نوارگردان  روی  دقیقه  بر  متر   53-28
حیوانی )شرکت تجهیز آزمای پویا( شرکت کردند. شدت نسبی 
کار در سرتاسر برنامه تمرین معادل 90-100 درصد اکسیژن 

مصرفی بیشینه )28-53 متر( حفظ شد )جدول شماره 2(.

جراحی حیوانات آزمایشگاهی و استخراج نمونه

همه آزمودنی ها طبق برنامه از پیش تعیین شده و با استفاده از 
شیوه مناسب، کشته و جراحی شدند. در این تحقیق سعی بر آن 
با حداقل  تا حیوانات مورد مطالعه در کمترین زمان ممکن و  بود 
درد و آزار کشته شوند. تمامی موش های صحرایی، 48 ساعت پس 
 90( کتامین  تزریق درون صفاقی  توسط  تمرین،  آخرین جلسه  از 
میلی گرم به ازای هر کیلوگرم( و زایلازین )10 میلی گرم به ازای هر 
کیلوگرم( بیهوش و پس از تخلیه خون قلب و وزن کشی آن، بلافاصله 
دهلیزها از بطن جدا شده و بخشی از بافت بطن چپ آزمودنی  ها در 
کرایوتویوب در نیتروژن مایع قرار گرفت و برای بررسی میزان بیان 
ژنی پروتئین  های کاسپاز سه و نه با استفاده از روش RT-PCR در 

دمای 70 درجه سانتی گراد نگهداری شد ]11[.

cDNA ساخت

طبق دستورالعمل کیت )Fermentas, Canada( یک میکرولیتر 
RNA و یک میکرولیتر از DNase I reaction buffer 10X در یک 
 DEPC-traeted water تیوب 1/5 میلی لیتری ریخته شد و توسط

جدول 1. مشخصات توصیفی موش  ها

نسبت وزن قلب به وزن بدنوزن قلبوزن بدنگروه

0/24±0/063/10±11/960/556±173/37کنترل پایه

0/17±0/072/62±18/671/04±399/13کنترل

0/22±0/053/20±7/691/06±332/03محدودیت کالریایی

0/21±0/063/49±8/971/20±345/26تمرین

0/13±0/023/40±10/411/10±322/93تمرین و محدودیت کالریایی

جدول 2. برنامه تمرین تناوبی با شدت بالا

HIIT گرم کردنمراحل تمرین
تمرین اصلی

تمرین تناوبی با شدت بالا

64زمان تناوب )دقیقه(

90-100 )درصد(50-60 )درصد(شدت )حجم حداکثر اکسیژن مصرفی بیشینه(

28-1631-19هفته اول و دوم )متر بر دقیقه(

33-1937-22هفته سوم و چهارم )متر بر دقیقه(

38-2141-25هفته پنجم و ششم )متر بر دقیقه(

48-2753-32هفته هفتم و هشتم )متر بر دقیقه(
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به حجم 9 میکرولیتر رسید. برای از بین بردن آلودگی احتمالی با 
DNA، یک میکرولیتر DNase به تیوب اضافه و پس از افزودن یک 
میلی لیتر از اتانول مطلق، تیوب مربوطه به مدت 30 دقیقه در فریزر 
70 درجه قرار گرفت. سپس به مدت 20 دقیقه در شرایط 4 درجه و 
14000 برابر شتاب جاذبه سانتریفیوژ شد و پس از آن، در زیر هود 
به دقت اتانول آن خالی شد و حدود 10 دقیقه اجازه داده شد تا الکل 
تبخیر شود. به تیوب یک میکرولیتر treated water DEPC- و 
 Random hexamer یا پرایمر oligi )dt( یک میکرولیتر پرایمر
 Dry block افزوده شد و 5 دقیقه در دمای 70 درجه روی  5x
انکوبه شد. چهار میکرولیتر reaction buffer 5X و دو میکرولیتر 
 Ribo lock Ribo nuclease و یک میکرولیتر dNTP 10mM mix
Transcription Inhibitor به تیوب افزوده شد و پس از سانتریفیوژ 
مختصر، به مدت پنج دقیقه در 37 درجه انکوبه شد. یک میکرولیتر 
آنزیم Rverert AidTM H Minus M-MuLV. Reverse به تیوب 
 ،)dt( oligo قبل افزوده شد. در ادامه در صورت استفاده از پرایمر
 Random 6 دقیقه در 42 درجه و در صورت استفاده از پرایمر
hexamer، ابتدا 5 دقیقه در 25 درجه و به دنبال آن 90 دقیقه در 
42 درجه انکوباسیون صورت گرفت. واکنش با قرار دادن تیوب به 
مدت 10 دقیقه در 70 درجه پایان پذیرفت و نمونه در فریزر با دمای 

منهای 70 درجه نگهداری شد.

Real-time PCR

از  مورد نظر،  پروتئین های  ژنی  بیان  میزان  اندازه گیری  برای 
دستگاه Corbett USA( Rotor gene- 6000( استفاده شد. جفت 
پرایمرهای مربوط به هر ژن با استفاده از نرم افزار Primer 3 طراحی 
با  برای کار  بایونیر )Bioneer, Germany( سنتز شد و  و توسط 
غلظت نهایی100 نانو متر مورد استفاده قرار گرفتند. توالی پرایمرها 

در جدول شماره 3 ارائه شده اند.

پرایمرها

واکنش ها بر مبنای استفاده از رنگ Syber green انجام شد. رنگ 
Syber green طی واکنش Real-time PCr به DNA دو رشته ای 

متصل شده و نور فلورسنت ساطع می کند. به عنوان بلانک از تیوبی 
که حاوی همه مواد موجود در واکنش به جز cDNA بود، استفاده 
شد و به جای cDNA به تیوب مربوطه DEPC water اضافه شد. 
پس از اتمام واکنش تکثیر، برای هر واکنش یک نمودار رسم و سپس 
بر این اساس CT تعیین شد. در پایان قبل از آنالیز داده ها، منحنی 
ذوب2 به دست آمده از هر واکنش Real-time PCR بررسی شد تا 
پیک مربوط به ژن مورد نظر و فقدان پرایمر دایمر تأیید شود. برای 
 Ct ژن مربوطه و Ct ژن در هر نمونه از افتراق ΔCt آنالیز داده ها ابتدا
ژن β-actin به عنوان رفرنس محاسبه شد. فرمول ها برای محاسبه 

به ترتیب زیر است )فرمول شماره 1 و 2(:

.1

ΔCT= CT target – CT reference

.2

ΔΔCT = ΔCT test sample – ΔCT control sample

بعد از جمع  آوری داده های حاصل از پژوهش، از آمار توصیفی 
برای توصیف داده  ها استفاده شد. در ادامه با استفاده از آزمون 
شاپیرو ویلک نرمال بودن توزیع آن ها بررسی شد. داده  های با 
سطح  در  یک طرفه  واریانس  تحلیل  آماری  روش  از  استفاده 
 SPSS به کمک نرم افزار )P>0/05( معنی داری کمتر از 5 درصد

نسخه 20 تجزیه و تحلیل شدند.

یافته ها

نتایج آزمون تحلیل واریانس یک طرفه نشان داد تفاوت معنی داری 
بین میزان بیان پروتئین کاسپاز سه میوکارد موش های نر صحرایی 
وجود دارد )P=0/001(. همچنین نتایج آزمون تعقیبی توکی نشان 
داد گروه کنترل پایه و کنترل نسبت به گروه تمرین و محدودیت 
غذایی و تمرین افزایش معنی داری در میزان بیان پروتئین کاسپاز 
واریانس  تحلیل  آزمون  نتایج   .)P>0/05( داشتند  سهمیوکارد 
یک طرفه نشان داد تفاوت معنی داری بین میزان بیان پروتئین کاسپاز 

2. Melting curve

جدول 3. توالی پرایمرها

length (bp)Primer sequence ProductGenes

118 F: 5’GGAGCTTGGAACGGTACGCT3’ R:5’AGTCCACTGACTTGCTCCCA3’Caspase3

174F:5’ CGAGCTGTTCAGGCCCCATA3’
R: 5’CGCAGAAACGAAGCCAGCAT3

Caspase9

138F: 5’CTCTGTGTGGATCGGTGGCT3’ R:5’GCAGCTCAGTAACAGTCCGC3 β-actin
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نُه میوکارد موش های نر صحرایی وجود دارد )P=0/001(. همچنین 
نتایج آزمون تعقیبی توکی نشان داد گروه کنترل پایه، کنترل و 
محدودیت غذایی نسبت به گروه تمرین و محدودیت غذایی و تمرین 
افزایش معنی داری در میزان بیان پروتئین کاسپاز 9 میوکارد داشتند 
نیز کاهش معنی داری در  از سوی دیگر گروه تمرین   .)P>0/05(
و  تمرین  به گروه  نسبت  میوکارد  کاسپاز 9  پروتئین  بیان  میزان 

محدودیت غذایی داشت )P>0/05( )تصویر شماره 1 و 2(.

بحث

نتایج پژوهش حاضر نشان داد گروه تمرین کاهش معنی داری 
و  غذایی  محدودیت  گروه  به  نسبت  نُه  کاسپاز  پروتئین  بیان  در 
تمرین داشت. همچنین گروه تمرین و تمرین و محدودیت غذایی 
کاهش معنی داری در میزان بیان پروتئین کاسپاز نه نسبت به گروه 
محدودیت غذایی، کنترل پایه و کنترل و کاهش معنی داری در میزان 
بیان پروتئین کاسپاز سه نسبت به گروه کنترل پایه و کنترل داشت. 

و  لی  همکاران،  و  اصغرپور  یافته های  با  حاضر  پژوهش  نتایج 
همکاران، هوانگ و همکاران و کواک و همکاران همسوست.

اصغرپور و همکاران در پژوهش خود به این نتیجه رسیدند که 
دوازده هفته تمرین هوازی باعث کاهش غیرمعنی  دار پروتئین کاسپاز 
سه در موش  های صحرایی در گروه تمرین نسبت به گروه کنترل 
می شود. با این حال و با توجه به عدم تفاوت معنی دار پروتئین کاسپاز 
سه، اظهار نظر قطعی در مورد تأثیر تمرین ورزشی بر شاخص  های 

مربوط به آپوپتوز، منوط به انجام مطالعات بیشتری است ]10[.

لی و همکاران مطالعه ای را برای بررسی اثر تمرین ورزشی بر 
شاخص های آپوپتوزیس روی 16 موش لاغر و 32 موش چاق پنج 
تا شش ماهه انجام دادند از 32 موش چاق، 16 موش را وادار به 
تمرین ورزشی به مدت سه ماه و با تواتر هر روز یک ساعت دویدن 
سطوح  بودن  پایین  بیانگر  مطالعه  نتایج  کردند.  تردمیل  روی 
کاسپاز سه و نه و TNF-α در عضلات قلبی گروه تمرین نسبت 
به دو گروه دیگر بود ]12[. همچنین نتایج کواک و همکاران به 

تصویر 1. تغییرات کاسپاز سه در گروه های مختلف )* تفاوت معنی دار نسبت به گروه کنترل پایه، کنترل و محدودیت غذایی(

تصویر 2. تغییرات کاسپاز نه در گروه های مختلف )* تفاوت معنی دار نسبت به گروه کنترل پایه، کنترل و محدودیت غذایی، # تفاوت معنی دار نسبت به گروه تمرین 
و محدودیت غذایی(
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کاهش آپوپتوز عضله میوکارد موش های صحرایی مسن متعاقب 
تمرین استقامتی اشاره داشت. بر این اساس، آن ها چهل موش 
صحرایی را در چهار گروه )کنترل پیر، تجربی پیر، کنترل جوان، 
تجربی جوان( تقسیم و تحت تمرین قرار دادند. نتایج نشان داد که 
دوازده هفته تمرین استقامتی با شدت 75 درصد اکسیژن مصرفی 
بیشینه )پنج جلسه در هفته( به طور معنی داری موجب کاهش 

سطوح کاسپاز 9 میوکارد موش  های مسن شد ]13[.

هوانگ و همکاران با در نظر گرفتن اینکه آپوپتوزیس قلبی در 
موش های دارای پرفشاری خون افزایش می یابد، مطالعه ای را روی 
این گروه از موش ها انجام دادند. چهارده موش با پرفشاری خون 
مجبور به فعالیت روی تردمیل، یک ساعت در روز و پنج روز در 
هفته به مدت دوازده هفته شدند. نتایج نشان داد سطوح کاسپاز سه 
و نه در عضلات قلبی گروه تمرین کاهش یافته بود ]14[. از طرفی 
گزارش شده است که دوازده هفته تمرین استقامتی با شدت نسبی 
75 درصد اکسیژن مصرفی بیشینه، موجب کاهش کاسپاز سه در 

عضلات موش های پیر )24 ماهه( شده است ]14[. 

اگرچه مکانیسم های دقیق آپوپتوزیس ناشی از فعالیت ورزشی به 
طور دقیقی مشخص نیست، اما فرضیه های احتمالی زیادی وجود 
دارند که به بررسی های بیشتری نیاز دارند. یکی از فرضیه های مهم 
متابولیسم  ورزشی،  فعالیت  در حین  که  است  این  زمینه  این  در 
عضلانی افزایش می یابد که منجر به تولید ROS می شود ]5[. کمیت 
زیاد ROS می تواند آسیب اکسیداتیو تولید کرده و بدین گونه منجر 

به آپوپتوزیس از طریق مسیر داخلی شود ]15[. 

گزارش شده است که کاهش قابل توجه بیان پروتئین کاسپاز 
سه متعاقب تمرین هوازی با کاهش عوامل پیش آپوپتوزی مانند 
بیان پروتئین Bax و نسبت Bax به Bcl2 و نیز افزایش معنی دار 
پتانسیل  کاهش  این  بود.  همراه   Bcl2 ضدآپوپتوزی  پروتئین 
موش های  در  هوازی  تمرین  متعاقب  میتوکندریایی  آپوپتوز 
مانند  آپوپتوتیک  عوامل  رهایش  کاهش  با  احتمالًا  سالخورده 
سیتوکروم c و Apaf1 در عضله اسکلتی همراه شده و موجب 

کاهش معنی دار بیان کاسپاز سه شده است ]14[.

در مسیر داخلی، میتوکندری و رتیکلوم اندوپلاسمیک محوریت 
ایجاد  در  میتوکندری  محوریت  مسیر  این  در  که  دارند  را  فرایند 
بر  مطالعات  از  بسیاری  و  داشته  را  اهمیت  بیشترین  آپوپتوزیس 
نقش آن تمرکز کرده اند ]17 ،16 ،5[. در شرایط استرس زا عواملی 
داروهای  نیتروژن،  مونوکسید   ،ROS گلوکوکورتیکوئیدها،  مثل 
شیمی درمانی، پرتوافکنی، کاهش محرک های رشدی و سایتوکین ها 
با ایجاد استرس در میتوکندری، موجب تغییراتی در نفوذ پذیری آن 
می شوند و سیتوکروم c که در غشای داخلی میتوکندری و فضای 
بین غشایی قرار دارد، به داخل سیتوزول آزاد  می شود، به فاکتور 1 
پروتئاز فعال کننده آپوپتوزیس )Apaf-1( متصل شده و ترکیبی به 
نام dATP تشکیل می دهد. سپس این ترکیب، از طریق فعال سازی 
پروکاسپاز نه، کاسپاز نه و کاسپاز سه موجب آپوپتوزیس می شود 

 c 18[. مهم ترین مرحله کنترل این مسیر، آزاد سازی سیتوکروم[
است. پروتئین های مهارکننده مسیر مرگ سلولی مانند Bcl-2 و 
Bcl-XL مانع آزاد سازی سیتوکروم c شده و به این ترتیب نقش خود 

را ایفا می کنند ]19[.

برخی از مطالعات اشاره دارند که محدودیت غذایی یا کالریکی و 
تمرینات ورزشی می تواند موجب تحریک و افزایش بیان پروتئین های 
درگیر در بیوژنز میتوکندریایی شود. در این راستا کیو و همکاران 
با اعمال 30 درصد محدودیت دریافت کالری به مدت شش ماه بر 
 ROS و  یافت  افزایش   SIRT 3 و   SOD2 کردند  مشاهده  موش ها 

کاهش پیدا کرد ]20[.

با این حال و بر خلاف نتایج مطالعات مذکور، برخی از پژوهش  ها 
اشاره به تسریع فرایند آپوپتوز متعاقب تمرینات ورزشی دارند که 
می توان به یافته  های تبریزی و همکاران، هو و همکاران و کوکتورک 

و همکاران اشاره کرد.

هو و همکاران نشان دادند که بیان پروتئین کاسپاز سه در میوکارد 
موش ها در گروه تمرین پس از دوازده هفته تمرین استقامتی به طور 
معنی داری بیشتر از گروه کنترل بوده است ]21[. تبریزی و همکاران 
نیز نشان دادند که دوازده هفته برنامه تمرین هوازی با شدت 75 تا 80 
درصد اکسیژن مصرفی بیشینه به طور معنی  داری باعث افزایش بیان 
ژن کاسپاز نه در عضله قلبی موش  های صحرایی نر در گروه تمرین 
با  نوارگردان  به عبارتی، دوازده هفته تمرین هوازی روی  می  شود. 
شدت 75 تا 80 درصد اکسیژن مصرفی بیشینه، موجب افزایش قابل 
توجه هر دو ژن مربوط به آپوپتوز میتوکندریایی عضله قلبی موش های 
صحرایی شده و این احتمال وجود دارد که این موضوع درنهایت، 

موجب تشدید بروز فرایند آپوپتوز از طریق مسیر داخلی شود ]9[. 

یکی از علت های مغایرت یافته های تبریزی و همکاران با نتایج 
پژوهش حاضر سن موش  هاست. در مطالعه تبریزی موش ها 24ماهه 
بودند، در حالی که در پژوهش حاضر موش ها دوماهه بودند. به نظر 
می رسد که افزایش سن یکی از مهم ترین عوامل بروز و تشدید آپوپتوز 
و افزایش استعداد آسیب، التهاب و استرس اکسایشی باشد. استرس 
اکسایشی، سایتوکاین  های التهابی و اختلال در محافظت از استرس 
سلول، سازوکارهای احتمالی ای هستند که در افزایش آپوپتوز بافت-

 های پیر مشارکت می  کنند ]22[. 

فعالیت  به  نسبت  را  آپوپتوزیسی  پاسخ  همکاران  و  کوکتورک 
ورزشی شدید )دویدن روی تردمیل با سرعت 25 متر بر دقیقه با 
شیب 5 درجه تا سرحد خستگی( در عضلات دوقلو و نعلی موش ها 
مورد بررسی قرار دادند. نتایج در ارتباط با عضله نعلی حاکی از افزایش 
فعالیت کاسپاز سه بلافاصله پس از فعالیت بود. فعال سازی کاسپاز 
سه توسط اثرات کاسپاز نه و کاسپاز هشت تفاوت معناداری با گروه 
کنترل داشت. اما در فعالیت کاسپازها در دو عضله، تفاوت معناداری 
مشاهده نشد. این پژوهشگران نتیجه گیری کردند که فعال سازی 
کاسپاز 9 نشان دهنده ی این است که آپوپتوزیس در فیبرهای عضله 
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نعلی، وابسته به مکانیسم داخلی و فعال سازی مکانیسم خارجی از 
طریق کاسپاز 8 ایجاد می شود ]23[. 

کوئیندری و همکاران نیز اشاره به کارکرد حفاظتی تمرین 
با  مقابله  در  بیشینه(  مصرفی  اکسیژن  درصد   70( استقامتی 
از  ناشی  آسیب  از  پس  صحرایی  موش های  میوکارد  آپوپتوز 
مدارکی  این حال،  با   .]24[ داشتند  پرفزیون مجدد  ایسکیمی 
دال بر اثرگذاری تمرینات ورزشی بر مسیر پیام رسانی Wnt و 
پروتئین های وابسته به این مسیر )GSK3- β و بتا  کاتنین( به 
عنوان تنظیم کننده های بالادست آپوپتوز در عضله قلب یافت 
نشد و تاکنون مطالعات اغلب بر تأثیر تمرینات بر عضله  اسکلتی 
متمرکز شده  اند. در این راستا آمین و همکاران عنوان داشتند 
میزان تام پروتئین GSK3- β سه روز پس از دویدن در سراشیبی 
 β حدود نه برابر کاهش نشان داد، اما تغییری در میزان پروتئین

-کاتنین در عضله اسکلتی موش مشاهده نشد ]25[.

افزایش سطوح TNF-α پلاسما منجر به افزایش لیگاند متصل شونده 
به گیرنده TNF-α در سارکولما شده و باعث افزایش آپوپتوز در مسیر 
خارجی می شود. همه این اثرات ممکن است باعث فعال شدن کاسپاز 
هشت و کاسپاز سه از طریق مسیر خارجی شود. در کل، کنترل 
کاسپاز سه فرایند پیچیده ای است و چندین مسیر پیام رسانی آپوپتوز 
را درگیر می کند. نشان داده شده است که کاسپاز سه به وسیله فعال 
شدن کاسپاز دوازده از طریق مسیر آزادسازی کلسیم یا به وسیله 
فعال شدن کاسپاز نه در مسیر داخلی و یا افزایش TNF-α سرم 
در مسیر خارجی فعال می شود ]23[. همچنین، کاسپاز سه نقش 
مهمی در تغییر حالت بافت عضلانی، به ویژه در عضلات اسکلتی بازی 
می کند و برای تمایز سلولی عضله اسکلتی ضروری است. بنابراین، 
حفظ فعالیت کاسپاز سه پس از تمرینات ورزشی ممکن است برای 
فعالیت ورزشی و  از  ناشی  تغییر حالت  مانند  اعمال سلولی  سایر 
تفکیک سلول های ماهواره ای مورد نیاز باشد ]26[؛ بنابراین، احتمالًا 
سطوح پایینی از کاسپاز سه برای تحریک برخی فعالیت های سلولی 

و ترمیم یا رشد بافت متعاقب تمرین ورزشی مناسب باشد.

/ اندوپلاسمیک  رتیکلوم  واسطه  با  آپوپتوزیس  سازوکار 
مسیر  و  گیرنده  لیگاند  مسیر  از  مستقل  سارکوپلاسمیک، 
میتوکندریایی است. منابع استرس روی شبکه رتیکلوم اندوپلاسمیک 
و   ATP تخلیه  ایسکمی،  نظیر  عواملی  شامل  سارکوپلاسمیک   /
مهم ترین آن ها استرس اکسیداتیو است ]27[. کالپاین ها همچنین 
افزایش  ایجاد استرس روی میتوکندری موجب  افزایش Bid و  با 

رهاسازی سیتوکروم c و درنهایت کاسپاز نه می شوند ]28[.

سارکوپلاسمیک   / اندوپلاسمیک  رتیکلوم  شبکه  روی  استرس 
همچنین با سرکوب Bcl-2 موجب ایجاد استرس روی میتوکندری و 
درنهایت افزایش کاسپاز نه می شود ]29[. علاوه بر این، کاسپاز دوازده 
موجب فعال شدن کاسپاز نه مستقل از عامل Apaf-1 شده ]29 ،28[ 
و استرس وارد شده بر شبکه رتیکلوم اندوپلاسمیک / سارکوپلاسمیک 
موجب افزایش استرس اکسیداتیو و تغییرات میتوکندری می شود که 

این روند با افزایش بیان Bcl-2 سرکوب می شود ]28[.

نتیجه گیری

با توجه به نتایج، به نظر می رسد تمرین تناوبی با شدت بالا با و 
بدون محدودیت کالری سازگاری های لازم برای مهار یا توقف آپوپتوز 
ناشی از تمرینات هوازی را فراهم می کند. به علاوه، در این تحقیق 
 bad سهم کاسپاز هشت و به ویژه کاسپاز شش و حتی پروتئین
به عنوان مسیرهای ایجاد برهم کنش احتمالی بررسی نشده است؛ 
بنابراین فعال سازی کاسپاز سه ممکن است که از مسیر بیرونی نیز 

منشأ گرفته باشد که از محدودیت  های تحقیق حاضر است.
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حامی مالی

ــنده اول  ــری نویس ــه دکت ــان نام ــتخرج از پای ــه مس ــن مقال ای
ــد  ــانی، واح ــوم انس ــکده عل ــی، دانش ــوژی ورزش ــروه فیزیول در گ

ــت. ــلامی اس ــگاه آزاد اس ــنندج، دانش س

مشارکت نویسندگان

تمامی نویسندگان در نگارش این مقاله مشارکت داشته اند.
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نویسندگان مقاله هیچ گونه تعارضی در منافع اعلام نکردند.
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