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Background and Aim Tendon, like the skeletal muscle, exhibits mechanical and morphological adapta-
tions resulted from exercise training; however, little is known about the basic cellular and molecular 
mechanisms that regulate these responses. The aim of the present study was therefore to investigate 
the effect of 6 weeks of aerobic training on the TGF-β1, myostatin and MMP9 mRNAs expression in the 
tendon of fast- and slow-twitch muscles. 
Methods & Materials For this purpose, 12 male Wistar rats at 8 weeks of age were randomly divided 
into two groups: experimental (n=6) and control (n=6). The exercise group performed aerobic training 
for 6 weeks, 5 sessions per week. Forty-eight hours after the last training session, all rats were sacrificed 
and the tendons of soleus and Extensor Digitorum Longus (EDL) muscles were extracted. Expression of 
TGF-β1, myostatin and MMP9 mRNAs were assayed using RealTime-PCR. Independent t-test was also 
used for statistical analysis.
Ethical Considerations All stages of the study were conducted according to the ethical guidelines and autho-
rization of Research Deputy of Islamic Azad University, Central Tehran Branch No. IR.IAU.PS.REC.1398.296. 
Results The results showed that the expression of TGF-β1 mRNA in EDL and soleus tendons significantly 
increased (P≤0.001), whereas the expression of myostatin in EDL tendon was significantly reduced (P≤ 
0.001). Increased mRNA expression of MMP9 in the tendon of EDL and soleus muscles was not statisti-
cally significant (P>0.05).
Conclusion It seems that aerobic exercise can modulate the expression of genes involved in the regula-
tion of tendon collagen in a muscle type-dependent manner.
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A B S T R A C T

Extended Abstract

1. Introduction

endon tissue along the Extracellular Matrix 
(ECM) is a muscle that mechanically and T

structurally adapts to the muscle with mechanical load [2]. 
Although the mechanical and morphological changes that 
occur in tendons in response to resistance exercise are well 
documented, little is known about the underlying cellular 
and molecular mechanisms that regulate these responses.
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The “Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-β1) 
family” messaging pathway appears to play a major role 
in tendon adaptation to resistance exercise. Myostatin is a 
member of the large TGF-β family, the expression of which 
negatively regulates skeletal muscle growth [5].

Both TGF-β1 and myostatin stimulate tendon fibroblast 
proliferation and type I collagen synthesis [4, 6]. Matrix 
Metalloproteinases (MMPs) are zinc-dependent endopep-
tidases that break down collagen and other structural mol-
ecules. MMPs are essential for baseline ECM homeostasis. 
The expression of MMPs is regulated by various cytokines 
and messenger molecules, including TGF-β1 [2].

However, the exact components of the signal transduction 
pathways that regulate MMP expression following exercise 
have not yet been fully elucidated. Therefore, aim of the 
present study was to investigate the effect of 6 weeks of 
aerobic exercise on the expression of TGF-β1, myostatin 
and MMP9 genes in the fast and slow-twitch muscle ten-
dons of male Wistar rats.

2. Materials and Methods

Twelve male Wistar rats (8-week-old) were randomly 
divided into 2 groups of “exercise” (n=6) and “control” 
(n=6). The exercise group performed aerobic exercise for 6 
weeks, which included 5 sessions of treadmill running per 
week for 6 weeks [13].

Forty-eight hours after the last training session, all rats 
were killed. Then, the Soleus Tendon (SOL) and the Ex-
tensor Digitorum Longus muscle (EDL) of their right foot 
were immediately and carefully extracted and kept at minus 
80° C for further measurements. The mRNA expression 

levels of TGF-β1, myostatin and MMP9 genes were mea-
sured using Real time-PCR. Independent t-test was used to 
analyze the obtained data.

3. Results

The results showed that there was a significant difference 
between the TGF-β1 gene values   of EDL and soleus mus-
cles in the aerobic exercise group compared to the control 
group. TGF-β1 gene expression in EDL and soleus muscles 
was significantly increased in the aerobic exercise group 
compared to the control group (EDL muscle: 0.63±0.09 
compared to 0.14±0.04, P≥0.001,  and soleus muscle: 
0.36±0.08 compared to 0.17±0.04, P≥0.001) (Figure 1).

The results of independent t-test showed that myostatin 
gene expression was significantly reduced only in the EDL 
muscle of the aerobic exercise group compared to the con-
trol group (EDL muscle: 0.3±0.1 compared to 0.58±0.07, 
P≥0.001, and soleus muscle: 0. 20±0.09 compared to 
0.29±0.05, P≥0.001) (Figure 2).

Also, no significant difference was observed between 
MMP9 gene expression in EDL and soleus muscles 
between the aerobic exercise and control groups (EDL 
muscle: 0.21±0.08 compared t o 0.15±0.02, P>0.05, 
and soleus muscle: 0.27±0.07  compared to 0.19±0.1, 
P>0.05) (Figure 3).

4. Discussion

The results of the present study showed that following a 
6-week aerobic exercise program, TGF-β1 mRNA expres-
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Figure 1. TGF-β1 mRNA expression in EDL and soleus muscles
*** P≥0.001
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Figure 2. Myostatin mRNA gene expression in EDL and so-
leus muscles
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sion increased in both EDL and soleus muscles. Heniemir 
et al. (2007) reported increased mRNA levels of TGF-β1 
genes and type I and III collagens in the gastrocnemius 
muscle and Achilles tendon following isometric, concentric 
and eccentric contractions by stimulating the sciatic nerve 
for 4 days [15].

Also, another study showed that long-term endurance 
training caused a significant increase in TGF-β1 mRNA in 
soleus muscle [8]. The study showed that the antioxidant 
status of muscle affected the expression of TGF-β1 [16]. 
Evidence suggests that TGF-β1 is the main mediator of in-
ducing collagen synthesis in fibroblasts through mechanical 
loading [15] and a similar role for TGF-β1 in tendons has 
been suggested [17].

An increase of more than 453% in the expression of 
TGF-β1 mRNA in the EDL muscle tendon, compared with 
a 203% increase in its expression in the soleus tendon fol-
lowing aerobic exercise - observed in the present study - 
is more likely to indicate the involvement of fast-twitch 
muscles in aerobic exercise, which are less used in normal 
daily practices.

There is much evidence to support the idea that myostatin 
regulation is specific to the type of muscle fibers and is 
strongly associated with myosin heavy chain IIb isoform 
[21], and High concentrations of myostatin protein have 
been observed in fast-twitch muscle compared to slow-
twitch fibers [22].

These reports could justify the results of the present study, 
which showed a more than 49% reduction in myostatin 
mRNA expression in the EDL muscle compared with a 

slight 24% reduction in the expression of this gene in the 
soleus muscle following aerobic exercise.

Exercise appears to damage collagen tissue in skeletal 
muscle and tendons, and MMP9 levels increase to remove 
these damaged elements from tissue. In addition, MMPs 
have been reported to be essential for the induction of exer-
cise-induced angiogenesis in skeletal muscle [25].

In the present study, exercise increased MMP9 expression 
by 40% in EDL muscles and by 28% in soleus muscles; but 
these changes were not statistically significant. Consistent 
with the results of the present study, Rollman et al. (2009) 
reported a non-significant increase in MMP9 expression in 
the human vastus lateralis muscle following aerobic exer-
cise [26].

The decrease in myostanin levels following aerobic ex-
ercise observed in the present study can be considered as 
a mechanism for the relative increase in MMP9 mRNA 
expression in tendon tissue. Mendias et al. (2015) reported 
a 141% increase in MMP9 gene expression in the tendon 
tissue of myostatin-free rats (rats whose myostatin was ge-
netically inactivated) [18].

In addition, activation of the ERK1/2 and JNK-NF-κB 
signaling pathways via ROS has been shown to be essen-
tial for the positive regulation/activation of MMP9 and cell 
migration induced by TGF-β1 [27], which can be another 
mechanism to justify the relative increase in MMP9 mRNA 
expression in tendon tissue in this study.

5. Conclusion 

In general, aerobic exercise positively regulates basal lev-
els of TGF-β1 gene and negatively regulates basal levels 
of myostatin gene in fast- and slow-twitch muscle tendons; 
and these effects are significantly greater in fast-twitch 
muscle tendons. It seems that aerobic exercise can modu-
late the expression of genes Involved in the regulation of 
tendon tissue collagen in a muscle-dependent manner.

Ethical Considerations

Compliance with ethical guidelines

All stages related to animals were performed in accordance 
with Ethical Instructions and after obtaining license (Code: 
IR.IAU.PS.REC.1398.296) from the Vice Chancellor for 
Research, Islamic Azad University Central Tehran Branch.
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Figure 3. MMP9 mRNA gene expression in EDL and soleus 
muscles
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زمینه و هدف تاندون، همانند عضله اسکلتی، سازگاری های مکانیکی و مورفولوژیکی ناشی از تمرینات ورزشی را نمایان می کند؛ با این حال، 
درباره سازوکارهای اساسی سلولی و مولکولی ای که این پاسخ ها را تنظیم می کنند، اطلاعات زیادی در دسترس نیست. از این رو، هدف 
از مطالعه حاضر، بررسی اثر شش هفته تمرین هوازی بر بیان mRNA ژن های TGF-β1، میوستاتین و MMP9 در تاندون عضلات تند 

و کند انقباض بود. 

مواد و روش ها بدین منظور، دوازده سر رت نر بالغ نژاد ویستار هشت هفته ای به روش تصادفی ساده به دو گروه ورزش )تعداد = شش( و 
کنترل )تعداد = شش( تقسیم شدند. گروه ورزش به مدت شش هفته و پنج جلسه در هفته تمرین هوازی را اجرا کردند. 48 ساعت بعد 
 mRNA استخراج شدند. بیان )EDL( از آخرین جلسه تمرینی، تمامی رت ها کشته شدند و تاندون عضلات نعلی و بازکننده بلند انگشتان
ژن های TGF-β1، میوستاتین و MMP9 با استفاده از روش RealTime-PCR مورد سنجش قرار گرفت. همچنین، برای تجزیه و تحلیل 

آماری، از آزمون تی مستقل استفاده شد. 

ملاحظات اخلاقی کلیه مراحل مطالعه با توجه به دستورالعمل اخلاقی و مجوز معاونت پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران مرکزی 
با شماره IR.IAU.PS.REC.1398.296 انجام شد.

 ،)P ≤ 0/001( و نعلی به طور معنی داری افزایش یافت EDL در تاندون عضلات TGF-β1 ژن mRNA یافته ها نتایج نشان داد بیان
در حالی که بیان mRNA ژن میوستاتین در تاندون عضله EDL به طور معنی داری کاهش نشان داد )P≤ 0/001(. افزایش بیان 

 .)P<0/05( و نعلی از لحاظ آماری معنی دار نبود EDL در عضلات MMP9 ژن mRNA

نتیجه گیری به نظر می رسد تمرین هوازی می تواند بیان ژن های درگیر در تنظیم کلاژن بافت تاندون را در یک روش وابسته به نوع عضله 
تعدیل کند.

کلیدواژه ها: 
تمرین هوازی، تاندون، 

 ،TGF-β1، MMP9
میوستاتین

اطلاعات مقاله:
تاریخ دریافت: 25 اسفند 1398

تاریخ پذیرش: 28 اردیبهشت 1399
تاریخ انتشار: 11 مرداد 1399

مقدمه

عضله اسکلتی نقش مهمی در حفظ وضعیت بدن، حرکت، 
صحبت کردن، تنفس، تأمین حرکت و نیازهای سوخت و سازی 
دارد. از منظر فیزیولوژیکی، عضله اسکلتی بافتی پویاست که قادر 
به سازگاری با تحریکات فیزیولوژیکی گوناگون از جمله تمرینات 
ورزشی است ]1[. بافت تاندون امتداد ماتریکس خارج سلولی1 
صورت  به  ساختاری  و  مکانیکی  صورت  به  که  است  عضلانی 
هماهنگ با عضله با بار مکانیکی سازگاری می یابد ]2[. قبلًا تصور 
اما  است،  متابولیک  نظر  از  غیرفعال  بافت  یک  تاندون  می شد 

1. Extracellular Matrix (ECM)

مطالعات اخیر نشان داده اند تاندون نیز مانند عضله اسکلتی، یک 
بافت پویاست و فعالیت سوخت و سازی آن با بار مکانیکی افزایش 
می یابد. به دنبال یک ورزش منفرد، تاندون، جذب گلوکز و سنتز 
کلاژن خود را افزایش می دهد و این حالت دو تا سه روز پس از 

آن همچنان ادامه می یابد ]3[. 

در حالی که تغییرات مکانیکی و مورفولوژیکی که در پاسخ 
مستند  به خوبی  می دهد  رخ  تاندون ها  در  ورزشی  تمرینات  به 
شده است، درباره سازوکارهای اساسی سلولی و مولکولی که این 
پاسخ ها را تنظیم می کنند، اطلاعات زیادی در دسترس نیست. 
به نظر می رسد که مسیر پیام رسانی خانواده عامل رشدی تغییر 

1. گروه فیزیولوژی ورزشی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران مرکزی، تهران، ایران.
2. گروه فیزیولوژی ورزشی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات، تهران، ایران.

اثر 6 هفته تمرین هوازی بر بیان ژن های TGF-β1، میوستاتین و ماتریکس متالوپروتئیناز 9 در تاندون 
عضلات تند و کند انقباض موش های نر ویستار
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شکل  دهنده بتا TGF-β1( 1( 2 نقش اصلی را در سازگاری تاندون 
با ورزش ایفا می کند. میوستاتین عضو خانواده بزرگ TGF-β است 
که بیان آن به طور منفی رشد عضله اسکلتی را تنظیم می کند 
]4[. هم TGF-β1 و هم میوستاتین تکثیر فیبروبلاست تاندون 
و سنتز کلاژن نوع I را تحریک می کنند ]6 ،5[. در حالی که به 
نظر می رسد پیامرسانی TGF-β1 و میوستاتین برای فراخوانی و 
حفظ فیبروبلاست های تاندونی در طول تکامل از اهمیت زیادی 
برخوردار است ]7 ،5[ و مطالعات متعددی وجود دارند که توانایی 
این سایتوکاین ها در القای تکثیر فیبروبلاست و سنتز کلاژن نوع 
I را در شرایط آزمایشگاهی نشان می دهند ]2[، با این حال، هنوز 
نقش این مسیرهای پیام رسانی در رشد و ترمیم تاندون آزمودنی 
بالغ، با تردیدهایی روبه روست. در بیشتر مطالعات صورت گرفته 
در زمینه سازگاری های ناشی از تمرینات ورزشی، بیشتر خود 
عضلات اسکلتی مد نظر بوده ]10-8[ و سازگاری های تاندونی 
چندان مورد توجه قرار نگرفته است. بر اساس پیشینه تحقیقاتی 
موجود، در مطالعات آزمایشگاهی روی فیبروبلاست های تاندون 
بالغ و در مطالعات سنتز کلاژن در آزمودنی های بالغ در پاسخ به 
تمرین ورزشی، تصور بر این است که TGF-β1 و میوستاتین نقش 
مهمی در رشد و سازگاری تاندون های بالغ با تمرین ورزشی ایفا 

می کنند ]11[.

روی  به  وابسته  آندوپپتیدازهای  متالوپروتئینازها3  ماتریکس 
هستند که کلاژن و سایر مولکول های ساختاری را می شکنند. 
MMPها برای هموستاز پایه ECM ضروری هستند. MMPها 
پروتئینازهای اصلی تجزیه کننده کلاژن در ECM به شمار می روند 
]2[. تاندون یکی از مهم ترین اجزایی است که بیان MMP9 در 
آن رخ می دهد و نشان داده شده است که تمرین ورزشی موجب 
 .]12[ می شود   MMP9 بیان  برای  تاندون  سلول های  تحریک 
بیان ژن MMPها توسط سایتوکاین ها و مولکول های پیام رسان 
 TGF-β1 ،IL-1 مختلف تنظیم می شود که از آن جمله می توان به
TNF-α، و Wnt اشاره کرد، اما اجزای دقیق مسیرهای انتقال 
را تنظیم  به دنبال تمرینات ورزشی   MMP بیان سیگنال که 
بنابراین،  می کنند، هنوز به طور کامل آشکار نشده است ]2[؛ 
این مطالعه با هدف بررسی اثر شش هفته تمرین هوازی بر بیان 
ژن های TGF-β1، میوستاتین و MMP9 در تاندون عضلات تند و 

کند انقباض موش های صحرایی نر نژاد ویستار انجام شد.

مواد و روش ها

پژوهش حاضر از نوع تجربی است که به شیوه آزمایشگاهی 
انجام شد. آزمودنی های تحقیق حاضر دوازده سر رت نر بالغ نژاد 
ویستار هشت هفته ای با میانگین وزنی 20 ± 195 گرم بودند که 
از انستیتو پاستور ایران تهیه شد. رت ها در دمای محیطی 3 22± 

2. Transforming growth factor-β1
3. Matrix metalloproteinases (MMPs)

درجه سانتی گراد، رطوبت حدود 45 درصد و چرخه روشنایی /
تاریکی 12:12 ساعت نگهداری شدند؛ به طوری که در دسترسی 
به آب و غذای استاندارد، محدودیتی نداشته باشند. بعد از یک 
هفته آشناسازی با محیط نگهداری، رت ها به روش تصادفی ساده 
به دو گروه تقسیم شدند: گروه ورزش )تعداد = شش( و گروه 
کنترل )تعداد = شش(؛ گروه ورزش به مدت شش هفته تمرین 

هوازی را اجرا کردند.

قبل از اجرای پروتکل تمرینی، تمامی حیوانات به مدت یک 
انجام فعالیت روی نوارگردان آشنا شدند. برنامه  با نحوه  هفته 
آشنایی شامل پنج جلسه راه رفتن و دویدن با سرعت 5 تا 8 
متر در دقیقه و شیب صفر درصد به مدت 10 دقیقه بود. برنامه 
فعالیت بدنی هوازی با افزایش تدریجی سرعت و زمان آغاز شد؛ 
به طوری که در هفته اول با سرعت 10 متر در دقیقه و به مدت 
10 دقیقه، در هفته دوم با سرعت 10 متر در دقیقه و به مدت 20 
دقیقه، در هفته سوم با سرعت 14-15 متر در دقیقه و به مدت 
20 دقیقه، در هفته چهارم با سرعت 14-15 متر در دقیقه و به 
مدت 30 دقیقه، در هفته پنجم با سرعت 17-18 متر در دقیقه 
و به مدت 30 دقیقه و در هفته ششم با سرعت  17-18متر در 

دقیقه و به مدت 40 دقیقه بود. 

انتهای هر جلسه تمرینی 3 دقیقه گرم کردن و  ابتدا و  در 
سرد کردن با سرعت 4-5 متر در دقیقه انجام پذیرفت. به منظور 
تحریک موش ها برای دویدن، از محرک صوتی )ضربه به دیواره 
نوارگردان( استفاده شد؛ بدین صورت که در جلسات اول، از محرک 
الکتریکی با ولتاژ کم و همراه با محرک صوتی استفاده شد و پس 
به همراه بودن دو محرک، در سایر  از شرطی کردن حیوانات 
جلسات به منظور رعایت نکات اخلاقی کار با حیوان آزمایشگاهی، 

فقط از محرک صوتی استفاده شد ]13[.

48 ساعت بعد از آخرین جلسه تمرینی، تمامی رت ها از طریق 
تزریق داخل صفاقی مخلوط کتامین )90 میلی گرم / کیلوگرم( و 
زایلازین )10 میلی گرم / کیلوگرم( بیهوش شدند. سپس، برش 
در ناحیه شکم و قفسه سینه ایجاد شد و با کشیدن خون به 
وسیله سرنگ مستقیماً از قلب، حیوانات کشته شدند. سپس، 
تاندون عضلات نعلی4 و بازکننده بلند انگشتان5 پای راست آن ها 
بلافاصله با دقت استخراج و در نیتروژن مایع قرار داده شد و به 
منظور تجزیه و تحلیل بعدی در دمای منفی 80 درجه سانتی گراد 

نگهداری شد.

به منظور استخراج RNA تام از بافت تاندون هموژن شده، 1 
به   )Invitrogen, CN 15596018, USA( ترایزول  میلی لیتر 
به  کامل  کردن  مخلوط  از  پس  و  اضافه  بافت  میلی گرم   100
مدت 15 دقیقه در دمای اتاق انکوبه شد. سپس، 100 میکرولیتر 

4. Soleus
5. Extensor digitorum longus (EDL)
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 )Merek, CAS 67-66-3 102445, Germany( کلروفرم سرد
به نمونه اضافه و به مدت 15 ثانیه مخلوط شدند. محلول در 
دمای 4 درجه سانتی گراد و با سرعت دوازده هزار دور در دقیقه به 
مدت 15 دقیقه سانتریفیوژ شد. مایع حاوی RNA به میکروتیوب 
دیگری انتقال داده شد، سپس 500 میکرولیتر ایزوپروپانول به 
محلول RNA اضافه شد و 24 ساعت در دمای منفی 20 درجه 
سانتی گراد نگهداری شد. پس از 24 ساعت، این محلول نیز به 
مدت 15 دقیقه )دمای 4 درجه سانتی گراد، دوازده هزار دور در 
دقیقه( سانتریفیوژ شد. مایع رویی با دقت خارج شد و 1 میلی لیتر 
اتانول 70 درصد خالص سرد به رسوب RNA اضافه شد و سپس 
به مدت 5 دقیقه )در دمای 4 درجه با 7500 دور در دقیقه( 

سانتریفیوژ شد.

در ادامه مایع رویی به دقت خارج شد و رسوب RNA با 100 
 )Sigma Aldrich, H5413, Germany( میکرولیتر ایلوشن بافر
رقیق شد. تمام مراحل استخراج، زیر هود و با مواد و وسایل کاملًا 
استریل انجام گرفت. در پایان، غلظت و نسبت جذبی نمونه ها 
 )Eppendorf, Germany( با استفاده از دستگاه اسپکتوفتومتر
ارزیابی شد و نسبت جذبی 260 به 280 بین 1/6-1/8 به عنوان 

تخلیص مطلوب تعریف شد. 

پس از استخراج RNA با خلوص و غلظت بالا، مراحل سنتز 
 high-capacity cDNA( مطابق پروتکل شرکت سازنده cDNA
reverse transcription kit( انجام شد. ابتدا RNA، پرایمر و 
آب با هم ترکیب شدند و محلول به مدت 5 دقیقه در دمای 65 
درجه سانتی گراد انکوبه شد. سپس محلول به مدت، 2 دقیقه روی 
 reaction buffer و enzyme mix یخ قرار گرفت. پس از آن
به محلول اضافه شدند. محلول در سه مرحله متوالی انکوبه شد: 
مرحله اول، به مدت 10 دقیقه در دمای 25 درجه سانتی گراد؛ 
مرحله دوم، به مدت 30 دقیقه در دمای 42 درجه سانتی گراد و 

مرحله سوم، به مدت 5 ثانیه در دمای 8 درجه سانتی گراد انجام 
شد و درنهایت cDNA سنتز شد و در دمای منفی 80 درجه 
سانتی گراد ذخیره شد. تمام مراحل انجام کار روی یخ، زیر هود و 

با استفاده از وسایل RNase free انجام شد. 

 Real از روش کمی  mRNA بیان اندازه گیری سطوح  برای 
بهینه  غلظت  میزان  کار  ابتدای  در  شد.  استفاده   time-PCR
از  با استفاده  cDNA و همچنین پرایمرهای مربوط به هر ژن 
آزمایش سریال غلظت برای هرکدام به طور جداگانه مشخص 
شد؛ به طوری که کمترین میزان دایمر و بهترین Ct مشاهده 
 RealQ Plus 2x Master با استفاده از Real time-PCR .شود
Mix Green شرکت AMPLIQON و با استفاده از غلظت 250 

نانوگرم از cDNA انجام گرفت. 

توالی پرایمرهای مربوط به متغیرهای مورد مطالعه بر اساس 
اطلاعات این ژن ها در بانک ژنی NCBI توسط شرکت پیشگام 
Real time- برنامه   .)1 شماره  )جدول  شد  طراحی  )ایران( 

PCR شامل واسرشت اولیه در دمای 95 درجه سانتی گراد و به 
مدت10 دقیقه، واسرشت در هر سیکل PCR در دمای 95 درجه 
سانتی گراد به مدت 15 ثانیه و با توجه به دمای اتصال پرایمرها 
هر سیکل به مدت 30 ثانیه )چهل سیکل( در نظر گرفته شد. 
نمودار دمای ذوب جهت بررسی صحت واکنش های انجام شده 
و به صورت اختصاصی برای هر ژن و در هر بار از واکنش به 
همراه نمودار کنترل منفی جهت بررسی وجود آلودگی در هر 
واکنش مورد ارزیابی قرار گرفت. از ژن گلیسرآلدهید 3 فسفات 
دهیدروژناز6 به عنوان ژن کنترل استفاده شد و میزان بیان ژن 

مورد نظر با فرمول ΔΔCT-2 محاسبه شد ]14[. 

برای بررسی طبیعی بودن توزیع داده ها از آزمون کولموگروف 

6. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)

جدول 1. توالی پرایمرهای مورد مطالعه در تحقیق حاضر

GeneForward/ReversePrimer (5’ 3’)TmProduct
LengthAccession Number

TGF-β1
FCAACAACGCAATCTATGACAA55/17

200NM_021578.2
RCAAGGTAACGCCAGGAAT54/57

Myostatin
FCTACCACGGAAACAATCATTA53/65

78NM_019151.1
RAGCAACATTTGGGCTTTCCAT59/02

MMP-9
FCCACCGAGCTATCCACTCAT58/96

159NM_031055.1
RGTCCGGTTTCAGCATGTTTT57/21

GAPDH
FAAGTTCAACGGCACAGTCAAGG61/58

121XM_017593963.1
RCATACTCAGCACCAGCATCACC61/32
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تی  آزمون  از  داده ها  تحلیل  منظور  به  شد.  استفاده  اسمیرنف 
 P≤0/05 مستقل استفاده شد و معنی داری بین متغیرها در سطح
مورد توجه قرار گرفت. برای تجزیه و تحلیل داده ها، از نرم افزار 
 2016  Excel نسخه 16 و برای ترسیم نمودارها از نرم افزار SPSS

استفاده شد.

یافته ها

نتایج نشان داد بین مقادیر ژن TGF-β1 عضلات EDL و نعلی 
گروه تمرین هوازی در مقایسه با گروه کنترل تفاوت معنی داری 
وجود دارد. بیان ژن TGF-β1 عضلات EDL و نعلی در گروه تمرین 
هوازی در مقایسه با گروه کنترل به طور معنی داری افزایش یافت 
)عضله EDL: 0/09 ± 0/63 در مقایسه با 0/04 ± 0/14، 0/001 
≤ P و عضله سولئوس: 0/08 ± 0/36 در مقایسه با 0/04 ± 0/17، 

P ≥ 0/001( )تصویر شماره 1(.

نتایج آزمون تی مستقل نشان داد بیان ژن میوستاتین تنها در 
عضله EDL گروه تمرین هوازی در مقایسه با گروه کنترل به طور 
معنی داری کاهش یافته است )عضله EDL: 0/1 ± 0/3 در مقایسه 
با P ≥ 0/001 ،0/58 ± 0/07 و عضله سولئوس: 0/09 ± 0/20 در 

مقایسه با P ≥ 0/001 ،0/29 ± 0/05( )تصویر شماره 2(.

نتایج آزمون تی مستقل نشان داد تفاوت معنی داری بین بیان 
ژن MMP9 در عضلات EDL و نعلی بین دو گروه تمرین هوازی 
و گروه کنترل وجود ندارد )عضله EDL: 0/08 ± 0/21 در مقایسه 
با P < 0/05 ،0/15 ± 0/02 و عضله سولئوس: 0/07 ± 0/27 در 

مقایسه با P < 0/05 ،0/19 ± 0/1( )تصویر شماره 3(.

بحث

مطالعه حاضر با هدف بررسی اثر شش هفته تمرین هوازی بر 
بیان ژن های TGF-β1، میوستاتین و MMP9 در تاندون عضلات 
تند و کند انقباض موش های نر ویستار انجام شد. نتایج مطالعه 

حاضر نشان داد به دنبال شش هفته برنامه تمرین هوازی دویدن 
روی تردمیل، میزان بیان mRNA ژن TGF-β1 در هر دو عضله 
همچنین،  می یابد.  افزایش  معنی داری  شکل  به  نعلی  و   EDL
شش هفته برنامه تمرین هوازی موجب کاهش معنی دار میزان 
بیان mRNA ژن میوستاتین در عضله EDL شد. میزان بیان ژن 
میوستاتین در عضله نعلی نیز کاهش یافت، ولی از لحاظ آماری 
معنی دار نبود. به علاوه، بیان mRNA ژن MMP9 در عضلات 

EDL و نعلی افزایش غیرمعنی دار نشان داد.

مرور متون پژوهشی حاکی از آن است که بیشتر مطالعات 
عضلات  سازگاری های  و  پاسخ  به  حوزه  این  در  صورت گرفته 
اسکلتی با تمرین ورزشی پرداخته اند و بافت تاندون چندان مورد 
توجه قرار نگرفته است. این امر مقایسه یافته های مطالعه حاضر 
با پژوهش های پیشین را دشوار می کند. یکی از یافته های مطالعه 
حاضر، افزایش معنی دار بیان mRNA ژن TGF-β1 در هر دو عضله 
 mRNA و نعلی است. هنیمیر و همکاران افزایش سطوح EDL
ژن های TGF-β1 و کلاژن های نوع I و III در عضله دوقلوی میانی 
و تاندون آشیل به دنبال انجام انقباضات ایزومتریک، کانسنتریک 
و اکسنتریک از طریق تحریک عصب سیاتیک به مدت چهار روز 
را گزارش کرده اند ]15[. همچنین، در تحقیق دیگری نشان داده 
شد که انجام تمرین استقامتی طولانی مدت باعث افزایش قابل 
توجهی در mRNA ژن TGF-β1 در عضله نعلی شده است ]8[. 

سازوکارهایی که در طول تمرینات ورزشی بار مکانیکی را به 
افزایش سطوح کلاژن در واحد عضله تاندون مرتبط می کنند، 
هنوز به طور کامل شناخته نشده اند. نشان داده شده است که 
است.  اثرگذار   TGF-β1 بیان  بر  عضله  آنتی اکسیدانی  وضعیت 
سزارکوسکا پازک و همکاران گزارش کردند که افزایش استرس 
کاهش  و  اکسیداز   NADPH بیان افزایش  از طریق  اکسیداتیو 
فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز، بیان TGF-β1 را افزایش 
می دهد ]16[. درحقیقت، TGF-β1 سایتوکاینی است که خاصیت 
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تصویر 1. میزان بیان mRNA ژن TGF-β1 در عضلات EDL و نعلی.

P ≥ 0/001 ***

تمرین هوازی
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آنتی اکسیدانی دارد و در پاسخ به التهاب عضله افزایش می یابد. 

انجام تمرینات ورزشی در درازمدت قدرت آنتی اکسیدانی عضله 
را افزایش می دهد ]8[. شواهد موجود نشان دهنده آن است که 
TGF-β1 واسطه اصلی القای سنتز کلاژن در فیبروبلاست ها از 
 TGF-β1 برای  نقشی  و چنین   ]15[ بوده  مکانیکی  بار  طریق 
در تاندون ها نیز پیشنهاد شده است ]17[. افزایش بالای 453 
 EDL در تاندون عضله TGF-β1 ژن mRNA درصدی میزان بیان
در برابر افزایش 203 درصدی آن در تاندون عضله نعلی به دنبال 
تمرینات هوازی که در مطالعه حاضر مشاهده شد، به احتمال 
زیاد حاکی از درگیر شدن عضلات تند انقباض در تمرینات هوازی 
است که در اعمال معمول روزانه کمتر مورد استفاده قرار می گیرد.

میوستاتین علاوه بر اینکه اندازه، نوع و انقباض پذیری عضله 
را کنترل می کند، ترکیب ECM عضله و تاندون را احتمالًا از 
و  )مندیاس  می کند  تنظیم   I نوع  کلاژن  بیان  القای  طریق 
همکاران 2008(. با این حال، مندیاس و همکاران نشان دادند که 

غیرفعال سازی ژنتیکی میوستاتین در رت ها ضمن افزایش حجم 
عضلانی، تأثیر منفی بر ویژگی های مکانیکی تاندون ندارد ]18[. 
در مطالعه حاضر، تمرینات هوازی باعث کاهش سطوح پایه بیان 
mRNA ژن میوستاتین در تاندون عضله EDL به شکل معنی دار 
و تاندون عضله نعلی به شکل غیرمعنی دار شد. کاهش سطوح 
سرمی و عضلانی میوستاتین به دنبال تمرینات ورزشی در بیشتر 
مطالعات گزارش شده است ]19 ،10 ،9[. با این حال، بر اساس 
جست وجوهای ما، تنها مطالعه ای که تغییرات میوستاتین در اثر 
سازگاری ورزشی در تاندون را اندازه گیری کرده است، عدم تغییر 
سطوح بیان mRNA ژن میوستاتین در تاندون آشیل و کاهش 
انجام تمرینات مقاومتی  آن در عضله دوقلوی میانی به دنبال 
کوتاه مدت را نشان داده است ]15[. از دلایل تفاوت در یافته ها 
اشاره کرد. در  تمرین ورزشی  پروتکل  نوع  و  به مدت  می توان 
مطالعه مذکور از تحریک عصب سیاتیک به منظور اعمال برنامه 
تمرین مقاومتی در رت ها استفاده شده بود که تنها چهار روز ادامه 
داشت، در حالی که برنامه تمرین هوازی استفاده شده در مطالعه 
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حاضر دویدن روی تردمیل به مدت شش هفته بود.

به طور جالب، گزارش شده است که نوع ورزش عامل اصلی 
تعیین کننده برای فراوانی رونویسی RNA میوستاتین به شمار 
سطوح  کاهش  همکاران  و  حسینی  عطارزاده   .]20[ نمی رود 
مایوستاتین سرمی در زنان را به دنبال هشت هفته تمرینات 
مقاومتی با شدت بالا گزارش کردند ]19[. هیتل و همکاران 
تأثیر شش ماه تمرین هوازی متوسط را بر مقادیر میوستاتین 
عضلانی و پلاسمایی مردان میانسال مورد بررسی قرار داده و 
کاهش متوسط 37 درصدی میوستاتین عضلانی و پلاسمایی را 

بعد از تمرین گزارش کردند ]9[. 

در تحقیقی دیگر، ماتساکاس و همکاران نتایج متفاوتی را در 
بیان ژن میوستاتین در پاسخ به تمرین استقامتی در بافت های 
مختلف گزارش کردند. در عضله دوقلوی موش های صحرایی 
تمرین کرده در بیان ژن میوستاتین کاهش 65 درصدی گزارش 
شد، در حالی که در عضله پهن خارجی این کاهش متوسط 
موش های  بین  نعلی  عضله  در  و  بود  درصد   49 مقدار  به  و 
تمرین کرده و بی تمرین تغییری مشاهده نشد ]10[. درحقیقت، 
شواهد زیادی از این ایده حمایت می کنند که تنظیم میوستاتین 
با توجه به نوع تارهای عضلانی ای که وابستگی دارد، به شدت 
با ایزوفرم IIb زنجیره سنگین میوزین عضله ارتباط دارد ]21[ 
در  تندانقباض  در عضله  میوستاتین  پروتئین  بالای  غلظت  و 
این  تارهای کندانقباض مشاهده شده است ]22[.  با  مقایسه 
گزارشات می تواند نتایج حاصل از مطالعه حاضر مبنی بر کاهش 
 EDL ژن میوستاتین در عضله mRNA بالای 49 درصدی بیان
در مقایسه با کاهش اندک 24 درصدی بیان آن در عضله نعلی 

به دنبال تمرینات هوازی را توجیه کنند.

MMP9 همراه با دیگر عضو زیرگروه MMP ژلاتیناز7، یعنی 
 IV، کلاژن های آسیب دیده و تغییر ماهیت داده نوع ،MMP2
VII و X را تجزیه می کند ]24 ،23[. بنابراین، به نظر می رسد 
عضلات  کلاژنی  بافت  به  آسیب  باعث  ورزشی  تمرینات  که 
اسکلتی و تاندون ها شده و افزایش سطوح MMP9 در جهت 
حذف این عناصر آسیب دیده از بافت رخ می دهد. علاوه بر این، 
گزارش شده است که وجود MMPها برای القای آنژیوژنز ناشی 
از تمرینات ورزشی در عضلات اسکلتی ضروری است ]25[. در 
مطالعه حاضر، تمرین ورزشی باعث افزایش بیان MMP9 در 
عضلات EDL )40 درصد افزایش( و نعلی )28 درصد افزایش( 
شد، اما این تغییرات از لحاظ آماری معنی دار نبود. همسو با 
یافته های مطالعه حاضر، رولمن و همکاران افزایش غیرمعنی دار 
میزان بیان MMP9 در عضله پهن خارجی8 انسان را به دنبال 

تمرین هوازی گزارش کرده اند ]26[.

7. MMP gelatinases
8. Vastus lateralis muscle

در  که  هوازی  تمرین  دنبال  به  میوستانین  سطوح  کاهش 
مطالعه حاضر مشاهده شد، می تواند به عنوان سازوکاری برای 
افزایش نسبی بیان mRNA ژن MMP9 در بافت تاندون در 
141 درصدی  افزایش  همکاران  و  مندیاس  شود.  گرفته  نظر 
بیان ژن MMP9 را در بافت تاندون رت های فاقد میوستاتین 
)رت هایی که میوستاتین آن ها از طریق ژنتیکی غیرفعال شده 
بود( گزارش کردند ]18[. به علاوه، نشان داده شده است که 
فعال سازی آبشار پیامرسانی ERK1/2 و JNK-NF-κB از طریق 
مهاجرت  و   MMP9 فعال سازی   / مثبت  تنظیم  برای   ROS
بر   .]27[ است  ضروری   TGF-β1 توسط  ایجاد شده  سلولی 
اساس این گزارش، افزایش سطوح TGF-β1 می تواند سازوکار 
 MMP9 ژن mRNA دیگری برای توجیه افزایش نسبی بیان

در بافت تاندون در این مطالعه باشد.
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