
570

October & November 2020. Vol 23. Issue 4

* Corresponding Author:
Mohammad Reza Kordi, PhD.
Address: Department of Sports Physiology, Faculty of Physical Education and Sport Sciences, University of Tehran, Tehran, Iran.
Tel: +98 (912) 3300076
E-mail: mrkordi@ut.ac.ir

1. Department of Sports Physiology, Faculty of Physical Education and Sport Sciences, Kish Campus, University of Tehran, Kish, Iran.
2. Department of Sports Physiology, Faculty of Physical Education and Sport Sciences, University of Tehran, Tehran, Iran.
3. Department of Sport Physiology, Faculty of Physical Education and Sports Sciences, Kharazmi University, Tehran, Iran. 

Mahboubeh Sheikhan1 , *Mohammad Reza Kordi2 , Hamid Rajabi3  

Citation: Sheikhan M, Kordi MR, Rajabi H. [Effect of a Lower Limb Restless Period on Expression of Mir-1 and Mir-206 
Neural Muscle Genes in Endurance Training Rats (Persian)]. Journal of Arak University of Medical Sciences (JAMS). 2020; 
23(4): 570-579. https://doi.org/10.32598/JAMS.23.4.5947.1

 : https://doi.org/10.32598/JAMS.23.4.5947.1

Use your device to scan 
and read the article online

Background and Aim Several microRNAs are involved in regulating muscle mass, which plays an essential 
role in hypertrophy and atrophy of skeletal muscle, The present study examined the expression of some 
genes as regulators of muscular atrophy following a period of inertia in rats.
Methods & Materials For this purpose, 18 male Sprague-Dawley rats were divided into three groups (Con-
trol, Exercise+inactivity, and Inactivity). The exercise+inactivity group run on the treadmill for 18 weeks 
and five times per week. The hindlimb of the animal was immobilized for seven days with the casting 
method. Soleus muscle was extracted and the expression of the genes was measured by the RT-PCR 
method. Univariate ANOVA and Tukey post hoc test was used to determine the differences (α=0.05). 
Ethical Considerations The Ethics Committee of the Tehran University of Medical Sciences Research ap-
proved this study (Code: IR.SUMS.REC.1396.S 463).
Results Results showed that immobilization in both Exercise+ inactivity and inactivity groups, compare to 
the control group, increased expression of miR-1 genes (P<0.10), FOXO3a (P<0.001) and decreased expres-
sion of miR-206 (P<0.007) and IGF-1 (P<0.001). This difference was statistically significant.
Conclusion According to the results of this study, it can be said that changes in the expression of RNAs by 
chromatography cause changes in the expression of muscle regulating genes, and although endurance 
exercises have protective effects, they cannot prevent these changes.
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A B S T R A C T

Extended Abstract

1. Introduction

uscle atrophy is caused by the aging, inac-
tive lifestyle, suspension, and a variety of 
pathological conditions [1]. Exercise can 
cause hypertrophy by inhibiting atrophic 
factors such as FOXO by developing the 

AKT pathway [3]. FOXO is inhibited by AKT and PGC-

M
1α and decreased expression of PGC-1α has also been ob-
served in inactivity [4]. Little information is known about 
the role of miRNAs and their effects in the sedentary period 
after a training period [11]. miR-1 and miR-206 because 
they play an important role in increasing and inhibiting  and 
on the other hand miR-1 is directly regulated by FOXO3a 
and inhibits IGF-1 and in contrast miR-206 through MyoD 
degradation was able to reduce FOXO3a The result is a 
lack of reduction in IGF-1 and ultimately maintenance of 
protein synthesis in inactivity [13]. This study aimed to 
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investigate the expression of miR-1, miR-206, IGF-1, and 
FoxO3a genes following a short period of inactivity in 
trained and untrained rats.

2. Materials and Methods

The present study was fundamental and experimental. A 
total of 18 male Sprague-Dawley rats at the age of eight 
weeks with an average weight of 200±20 g were randomly 
divided into control groups (n=6) and endurance training 
groups (n=12). The rats in the endurance training group 
performed endurance training for 6 weeks and five days a 
week. Training started at 17.5 meters per minute for 15 min-
utes and reached 30 meters per minute for 60 minutes. The 
control group experienced walking on a treadmill at a speed 
of five meters per minute for 15 minutes [15]. The rats were 
anesthetized 48 hours after the last training session. 

Both legs were then fixed at the hip, knee (in extension), 
and ankle (in plantar flexion) [16] for seven days. Immo-
bilization of the lower extremities and the ability to freely 
consume water and food was confirmed by observation. In 
the end, all rats were anesthetized and soleus muscle was 
extracted and the expression of the desired genes was mea-
sured by the RT-PCR method and the ratio of the target gene 
to reference gene was calculated using CT-2 formula. To de-
termine the differences, the one-way ANOVA method and 
Tukey post hoc test were used at a significant level (α≥0.05).

3. Results

Soleus muscle weight The ratio of horseshoe muscle 
weight to body weight and food intake of the exercise group 
compared to the sedentary-exercise + sedentary group were 
statistically significant (Table 1).

Table 1. Mean±SD of weight and food intake of groups and results of statistical test of analysis of variance

Index
Mean±SD

One-way Analysis of Variance
Control Exercise + Inactivity Inactivity

Body weight (g) 363.6±14 341.4±14 337.6±08 -----

Soleus muscle (mg) 220.6±11 231.2±9 189.2±12† F=30.614 
Sig:0.002

Soleus muscle / body weight (mg / kg) 638.8±34 690.8±35 500.2±35† F=162.050 
Sig:0.016

Food intake (g / daily) 23.8±3 30.6±3 14.4±5† F=151.964 
Sig:0.001

† Significant changes compared to the trained group; 

‡ Significant changes compared to the sedentary group.

Body weight (g) 363.14±6 341.14±4 337.08±6
Horseshoe 

muscle (mg) 220.11±6 231.9±2 †189.12±2 F=30.614
Sig:0.002

Horseshoe 
muscle / body 

weight (mg / kg)
638.34±8 690.35±8 †500.35±2 F=162.050

Sig:0.016

Food intake (g / 
daily) 23.3±8 30.3±6 †14.5±4 F=151.964

Sig:0.001
† Significant changes compared to the trained group, 
‡ Significant changes compared to the sedentary group

Figure 1. Changes in gene expression levels of groups and results of one-
way analysis of variance with significant level (α≥0.05)

The sign indicates significant changes in the exercise+sedentary group compared to the 
control group.

The sign indicates significant changes in the sedentary group compared to the 
exercise+sedentary group.

6. Discussion and Conclusion 
The most important findings of this study were the 

increase in the expression of atrophy stimulus genes (miR-1 
and FOXO3a) and the decrease in the expression of muscle 
hypertrophy stimulus genes (miR-206 and IGF-1) in the 
exercise+inactivity group and the inactivity group 
compared to the control group, which confirms the 
principle of training reversibility. Endurance exercise 
activities with increased aerobic performance and 
development of antioxidant capacity create favorable 
conditions for hypertrophy.  

By decreasing reactive oxygen species and increasing 
PGC-1α expression, the FOXO3a-associated atrophy signal 
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Figure 1. Changes in gene expression levels of groups and results of one-way analysis of variance with significant level (α≥0.05)
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Increased expression of miR-1 (P=0.012), FOXO3a 
(P=0.001) genes and decreased expression of miR-206 
(P=0.007) and IGF-1 (P=0.003) in the exercise+inactivity 
group and the inactivity group compared to the control 
group, these differences were statistically significant. Also, 
the in-group results showed a non-significant increase in 
miR-1 gene expression (P=0.068) in the inactive group 
compared to the exercise+inactivity group, but an increase 
in FOXO3a (P=0.004) in the inactive group compared to the 
exercise + group. Inactivity was significant. Also, the inac-
tive group showed a significant decrease in the expression 
of miR-206 (P=0.030) and IGF-1 (P=0.002) genes com-
pared to the exercise + inactivity group (Figure 1).

4. Discussion and Conclusion

The most important findings of this study were the in-
crease in the expression of atrophy stimulus genes (miR-1 
and FOXO3a) and the decrease in the expression of muscle 
hypertrophy stimulus genes (miR-206 and IGF-1) in the 
exercise+inactivity group and the inactivity group com-
pared to the control group, which confirms the principle 
of training reversibility. Endurance exercise activities with 
increased aerobic performance and development of antioxi-
dant capacity create favorable conditions for hypertrophy. 

By decreasing reactive oxygen species and increasing PGC-
1α expression, the FOXO3a-associated atrophy signal path-
ways associated with miR-1 are reduced. Exercise appears to 
increase IGF-1, which is associated with miR-206. With inac-
tivity, the first thing that happens in the muscles is a decrease 
in aerobic power, which has been shown to decrease PGC-1α 
expression. This reduction reduces the intracellular content of 
muscle, especially intracellular water, which in turn reduces 
antioxidant defenses, and ultimately allows atrophic path-
ways to grow due to the absence of hypertrophic agents. 

Despite the protective effects of exercise activities against 
atrophy due to inactivity, the effect of complete inactivity 
will be greater due to high levels of fitness. This process 
is achieved by reducing the stimulants of hypertrophy and 
increasing the inhibitory factors by reducing the antioxidant 
defense and will play a very important role in the develop-
ment of growth hormones. In addition, very important cel-
lular markers called miR-206 are reduced, which causes the 
atrophy process to continue. In spite of the importance of 
preventing this regressive process and reducing ideal bodily 
function, there is still no clear way to deal with this inactive 
condition and the need for further studies and training (nu-
trition training) and nutritional interventions (polyphenols 
such as quercetin and curcumin) is felt.
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نقشی  اسکلتی  عضلات  آتروفی  و  هایپرتروفی  در  که  هستند  دخیل  عضلانی  توده  تنظیم  در  متعددی  microRNAs  های  هدف  و  زمینه 
در  بی تحرکی  کوتاه  دوره  یک  پی  در  عضلانی  آتروفی  تنظیم گرهای  عنوان  به  را  ژن ها  از  برخی  بیان  حاضر  پژوهش  می کنند.  ایفا  را  اساسی 

رت های تمرین کرده استقامتی مورد بررسی قرار می دهد. 

شدند.  تقسیم  بی تحرکی(  و  بی تحرکی   + تمرین  )کنترل،  گروه  سه  به  داولی  اسپراگ  نر  رت  سر  هجده  منظور  همین  به  روش ها  و  مواد 
قالب گیری  روش  با  روز  هفت  برای  حیوانات  تحتانی  اندام  دویدند.  تردمیل  روی  جلسه  پنج  هفته  هر  و  هفته  شش  طی  تمرین  گروه  رت های 

آنووا  روش  از  تفاوت ها  تعیین  جهت  شد.  اندازه گیری   RT-PCR روش  به  موردنظر  ژن های  بیان  میزان  و  استخراج  نعلی  عضله   شد.  بی تحرک 

یک طرفه و آزمون تعقیبی توکی در سطح معنی داری )α≥0/05( استفاده شد.

تهران  علوم پزشکی  دانشگاه  پژوهشی  اخلاق  کمیته  توسط   IR.SUMS.REC.1396.S463 اخلاق  کد  با  پژوهش  این  اخلاقی  ملاحظات 
به تصویب رسید.

ژن های  بیان  افزایش  شاهد  کنترل،  گروه  به  نسبت  بی تحرکی  گروه  و  بی تحرکی   + ورزش  گروه  در  می دهد،  نشان  نتایج  یافته ها 
اختلافات  این  که  بودیم   (P=0/001)  IGF-1 و   (P=0/007)miR-206 بیان کاهش  و   (P=0/001)  FOXO3a  ،(P=0/010)miR-1

از لحاظ آماری معنادار بود. 

نتیجه گیری با توجه به یافته های پژوهش حاضر، می توان عنوان کرد که احتمالاً تغییرات بیان میکروRNAها در شرایط بی تحرکی موجب تغییر بیان ژن های تنظیم گر 
توده عضلانی  می شود. تمرینات استقامتی اثر محافظتی دارند، اما موجب پیشگیری از این تغییرات نمی شوند.

کلیدواژه ها: 
آتروفی عضلانی، میکرو
RNAs ،miR-1 ،miR-

206

اطلاعات مقاله:
تاریخ دریافت: ۴ مرداد ۹۸
تاریخ پذیرش: ۱۹ آذر ۹۸

تاریخ انتشار: ۱0 مهر ۱3۹۹

مقدمه

اندام،  از  استفاده  عدم  پیری،  مثل  شرایطی  در  عضلانی  آتروفی 

همه  در  می شود.  ایجاد  پاتولوژیک  شرایط  از  انواعی  و  تعلیق 

مکانیکی  فشار  نتیجه  در  و  انقباضی  فعالیت های  وضعیت ها  این 

بی وزنی  می شود.  کم  میوفیبرها  سلولی  خارج  و  داخل  کشش  و 

عضله  از  استفاده  عدم  مدل  یک  اندام،  تعلیق  طریق  از  عضلات 

 .]1[ می شود  اسکلتی  عضله  توجه  قابل  آتروفی  باعث  که  است 

تجزیه  و  سنتز  میزان  در  تغییرات  خالص  اثر  عضله  سایز  تغییرات 

یک  عنوان  IGF-1به  شبه انسولینی  رشد  فاکتور  و  است  پروتئین 

همین  به  و  می دهد  قرار  تأثیر  تحت  را  فرایند  دو  هر  کلیدی  عامل 

عضلات  اندازه  بر  قوی  تأثیر  آن  سیگنالینگ  در  تغییرات  ترتیب 

سنتز  در  مهمی  نقش   AKT-mTOR مسیر  طریق  از   IGF-1 دارد. 

که  زمانی   .]2[ می کند  ایفا  اسکلتی  عضلات  پروتئین های  و  ژن ها 

فعال  طریق  از  عضلانی  آتروفی  به  منجر  شود،  غیرفعال   AKT مسیر 

شدن فاکتوری به نام FoxO می شود ]2[. 

رشد،  هورمون  ترشح  تحریک  طریق  از  ورزشی  فعالیت های 

انرژی،  مثبت  بالانس  و  انسولینی1  گیرنده های  تحریک   ،AMPK
تحریکی  عوامل  افزایش  موجب  می توانند  آمینواسیدها  به ویژه 

آتروفی  عوامل  مهار  طریق  از  را  هایپرتروفی  و  شوند   AKT مسیر 

با  هوازی  فعالیت های  درواقع   .]3[ کنند  فعال  را   FOXO جمله  از 

برابر  در  محافظتی  اثر  یک  موجب  سلولی  مطلوب  سازگاری های 

1. Insulin Receptors (IRS)

1. گروه فیزیولوژی ورزشی، دانشکده تربیت بدنی و علوم ورزشی، دانشگاه تهران پردیس کیش، کیش، ایران.
2. گروه فیزیولوژی ورزشی، دانشکده تربیت بدنی، دانشگاه تهران، تهران، ایران. 

3. گروه فیزیولوژی ورزشی، دانشکده تربیت بدنی و علوم ورزشی، دانشگاه خوارزمی، تهران، ایران.

اثر یک دوره بی تحرکی اندام تحتانی بر بیان ژن های mir-1 و mir-206 عضله نعلی رت های 
تمرین کرده استقامتی
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توسعه  را  هایپروتروفی  مسیرهای  دیگر  طرف  از  و  می  شود  آتروفی 

زیرا  دهد،  افزایش  را  پروتئین  تجزیه  به  سنتز  نسبت  تا  می دهد 

افزایش  موجب  می توانند  هوازی  تمرینات  که  است  شده  داده  نشان 

شواهد  شود.  آتروفی  مسیرهای  مهار  طریق  از  عضلات  اندازه 

و   AKT فاکتور  دو  توسط   FOXO که  می دهند  نشان  به روشنی 

عدم  دوره  در  نیز   PGC-1α بیان  کاهش  و  می شود  مهار   PGC-1α
پای  تعلیق  تحقیقی  در   .]4[ است  شده  روشن  عضلانی  استفاده 

بیان  سطح  تغییر  باعث  هفته  دو  تا  یک  برای   )HLS( رت ها  عقبی 

 plantarisیا  soleus ،gastrocnemius درماهیچه   IGF-1 ژن 

ژن  بیان  سطح   ، HLS از  پس  هفته  دو  تا  یک  مقابل  در   .]5[ نشد 

IGF-1 در عضلات یاد شده کاهش یافته بود ]6[. 

کاهش  با  همراه  جوندگان  در   HLS داد  نشان  دیگری  مطالعه 

کاهش  باعث  روز  چهارده  حداقل  برای   ،IGF-1 پروتئین  سطح 

در   IRS-1 پروتئین  غلظت  کاهش  یا  و  فسفریله   Akt سطح 

این  و  است  شده   Gastrocnemius و   Soleus ماهیچه های 

IGF-1/ سیگنالینگ  کاهش  با  که  زمانی   HLS که  است  داده  نشان 

است  آتروفی  برای  قوی  محرک  باشد،  شده   Akt /P13Kهمراه 
کاهش  توضیح   ،IGF-1 پروتئین  سطح  کاهش  بر  علاوه   .]7[

می تواند  تعلیق  هنگام  در  عضلانی  آتروفی  و   Akt فسفوریلاسیون 

منجر  که  باشد   ligase ubiquitin cbl-b بیان  افزایش  دلیل  به 

به   .]8[ شود   IRS-1 از  یوبیکوئیتینه شده  کمپلکس های  افزایش  به 

تعلیق  هنگام  سیگنالینگ  IGF-1/P13K /Aktدر  خلاصه،  طور 

ژن  بیان  که  حالی  در  می یابد،  کاهش  جوندگان  مختلف  عضلات 

سازوکارهای  می یابد،  کاهش   HLS اول  روزهای  در  فقط   IGF-1
زیاد و عوامل متعددی در چرخه پروتئین ها دخیل هستند ]9[. 

 (microR- متعدد عوامل  این  از  جدید  نسبتاً  فاکتور   یک 

مولکول های  miRNAs ها   .]10[ هستند  NAs) mir-1ها 
نظر  از  که  هستند  نوکلئوتیدی(   25-18( کوچکی  رمزنگاری نشده 

پس  را  ژن  بیان  مولکول ها،  این  هستند.  محافظت شده  تکاملی 

آن  تجزیه  القای  یا   mRNA ترجمه  مهار  طریق  از  رونویسی  از 

ترجمه نشده  ناحیه  به  اتصال  طریق  از  را  کار  این  و  می کنند  کنترل 

بی تحرکی،  شرایط  در   .]11[ می دهند  انجام   mRNAs انتهای 

دستخوش  که  دانست  بافتی  مهم ترین  می توان  را  اسکلتی  عضلات 

بار  افزایش  روز  هفت  با  تنها  که  طوری  به  می گیرند؛  قرار  تغییرات 

 Pre miR-و  Pre miR-206 ,Pre miR-1-2 عضله  بیان  کاری 

کاهش   miR-133a و   miR-1 بیان  اما  داشت،  افزایش   133a
بسیاری  در   miRNAs تغییرات  اگرچه   .]12[ داشت  50 درصدی 

اطلاعات  اما  است  شده  بررسی  پاتالوژیک  و  فیزیولوژیک  شرایط  از 

بعد  بی تحرکی  دوره  در  آن ها  تأثیرات  و  تغییرات  از  اندکی  بسیار 

مشخص  همچنین  است.  دست  در  استقامتی  تمرین  دوره  یک  از 

کاهش  موجب  تحتانی  اندام  معلق سازی  روز  هفت  است  شده 

عضله  miR-499در  و   miR-221 ،miR-208b ،miR-107 بیان 

تنظیم   FOXO3a توسط   miR-1 بیان   .]11[ می شود  رت ها  نعلی 

طور  به   .]12[ IGF-1می شود  پروتئین  سنتز  مهار  موجب  و  می شود 

افزایش  در  مهمی  نقش  اینکه  دلیل  miR-206به  و   miR-1 خاص، 

توسط  مستقیم  طور  به   miR-1 طرفی  از  و  دارند   IGF-1 مهار  و 

miR- مقابل  در  می شود.   IGF-1 مهار  موجب  و  تنظیم   FOXO3a

دهد  کاهش  را   FOXO3a می تواند   MyoD تخریب  طریق  از   206
افزایش  و   miR-1 کاهش  موجب  می تواند   FOXO3a فاکتور  مهار  و 

درنهایت  و   IGF-1 کاهش  عدم  آن  نتیجه  که  شود   miR-206
بی تحرکی  دوران  در  عضلانی  توده  حفظ  و  پروتئین  سنتز  حفظ 

 )TWEAK( عضلانی  تجزیه  سایتوکاینی  مدل  در   .]13[ می شود 

miR-  ،miR-133a  ،miR-23  ،miR-1 بیان  که  شد  مشخص 

اما  می یابد،  کاهش   C2C12 سلول های  در   miR-206 و   133b
و   miR-1 ،miR-133a بیان  فقط  موش ها  اسکلتی  عضلات  در 

 miR-133bکاهش یافت ]14[.

موجب  بی جاذبگی  روز  یازده  کردند  عنوان  همکاران  و  آلن   

miR- که  بود  حالی  در  این  شد.   miR-206 معنادار  کاهش 

نظر  به   .]15[ داشتند  افزایشی  به  رو  و miR-133a روند   1
مطلوب  سازگاری های  با  هوازی  ورزشی  فعالیت های  می رسد 

هایپرتروفی  وضعیت  توسعه  و  رشدی  عوامل  افزایش  در  به ویژه 

بدن،  دستگاه های  بر  محافظتی  اثر  یک  موجب  انتی آکسیدانی  و 

یک  در  تحرک  عدم  زمان  در  که  شوند  اسکلتی  عضلات  به ویژه 

سازگاری  و  فعالیت  که  اندامی  به  نسبت  مشخص  مدت زمان 

مطلوب  شرایط  و  خود  توده  حفظ  توانایی  است  نداشته  خاصی 

آغاز  دیرتر  اندام  آن  در  آتروفی  مسیرهای  و  باشد  داشته  بیشتر  را 

آتروفی  به  مربوط  پیچیده  سازوکارهای  وجود  با  هرچند  شود. 

و  مهاری  عوامل  بارز  نقش  و  اندام ها  بی تحرکی  اثر  در  عضلانی 

تغییرات  نیازمندیم    IGF-1و  FOXO3a یعنی  فرایند  این  تحریکی 

دوران  و miR-206 در   miR-1 به ویژه   miRs چون  مهمی  عوامل 

باید  همچنین  شود.  بررسی  ورزشی  سازگاری  از  پس  بی تحرکی 

چه  به  اتروفی  تأثیرگذار  مهم  فاکتور  دو  با  عوامل  این  ارتباط  بدانیم 

ژن های  بیان  بررسی  هدف،  پژوهش  این  در  رو  این  از  است؛  نحوی 

تنظیم گرهای  عنوان  به   FOXO3a IGF-1 ،miR-206 و   ،miR-1
رت های  در  کوتاه  بی تحرکی  دوره  یک  دنبال  به  عضلانی  آتروفی 

تمرین کرده و تمرین نکرده بود.

مواد و روش  ها

هجده  تعداد  بود.  تجربی  روش  به  و  بنیادی  نوع  از  حاضر  پژوهش 

وزنی  میانگین  با  هشت هفتگی  سن  در  داولی  اسپراگ  نژاد  نر  رت 

علوم پزشکی  دانشگاه  حیوانات  آزمایشگاه  مرکز  از  گرم   200±20

شرایط  در  و  منتقل  حیوانات  آزمایشگاه  به  و  شدند  خریداری  شیراز 

 12( بیداری  و  خواب  چرخه  تحت  سانتی گراد  درجه   22  ±3 دمایی 

درصد   60 تا   40 رطوبت  و  تاریکی(  ساعت   12 و  روشنایی  ساعت 

)مجوز  شدند  نگهداری  سانتی گراد  2±25درجه  حرارت  درجه  و 

به  رت ها   .)IR.SUMS.REC.1396.S444 شماره  به  اخلاقی  کد 

استقامتی  تمرین  گروه  و   )n=6( کنترل  گروه  دو  به  تصادفی  طور 

مدت  به  استقامتی  تمرین  گروه  رت های  شدند.  تقسیم   )n=12(

محبوبه شیخان و همکاران. اثر یک دوره بی تحرکی اندام تحتانی بر بیان ژن های mir-1 و mir-206 عضله نعلی رت های تمرین کرده استقامتی
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ابتدا،  دادند.  انجام  استقامتی  تمرین  هفته،  در  روز  پنج  و  هفته  شش 

و  هفته  یک  آشنا سازی  منظور  به  حیوانات  اصلی  تمرینات  از  پیش 

دویدند.  دقیقه  بر  متر   15 تا   5 سرعت  با  و  دقیقه   15 تا   10 مدت  به 

دقیقه  بر  متر   17/5 سرعت  با  استراحت  روز  دو  از  بعد  اصلی  تمرین 

دقیقه   60 در  دقیقه  بر  متر   30 به  و  شد  شروع  دقیقه   15 برای 

صورت  به  تمرین  شدت  افزایش  برای   .)1 شماره  )جدول  رسید 

زمان  هفته  یک  و  می کرد  پیدا  افزایش  سرعت  هفته  یک  تناوبی 

پروتکل  به  توجه  با  اضافه بار  اصل  میزان  تا  کرد  پیدا  افزایش  تمرین 

گروه  مدت  این  در  شود.  حفظ  هفته  شش  دوره  طول  در  تمرینی 

به  دقیقه  بر  متر   5 سرعت  با  را  تردمیل  روی  پیاده روی  کنترل 

اندام  بی تحرک سازی  برای   .]15[ کردند  تجربه  دقیقه   15 مدت 

ترکیبی  با  رت ها  تمرینی،  جلسه  آخرین  از  پس  ساعت   48 تحتانی 

از  استفاده  با  پا  دو  هر  سپس  شدند.  بی هوش  زایلازین   / کتامین  از 

حالت  )در  زانو  ران،  مفاصل  از  لوکوپلاست  و  ضد حساسیت  چسب 

هفت  برای   ]16[ فلکشن(  پلانتار  حالت  )در  پا  مچ  و  اکستنشن( 

مصرف  توانایی  و  تحتانی  اندام  شدن  بی حرکت  شدند.  فیکس  روز 

آزادانه آب و غذا با مشاهده تأیید شد.

و  استخراج  نعلی  عضله  و  شدند  بی هوش  رت ها  تمامی  پایان  در 

بلافاصله  سپس  و  گرفت  قرار  شست وشو  مورد  فیزیولوژیک  سرم  در 

و  شد  فریز  درجه   80 منهای  دمای  در  بعدی  سنجش های  برای 

شدند.  منتقل  آزمایشگاه  به  مولکولی  و  سلولی  آزمایش های  برای 

 )Invitrogen( ترایزول  محلول  میلی مول  یک  از  استفاده  با  بافت ها 

در  و  شده  هموژن  کاملاً  بافت  همگن کننده  دستگاه  با  و  شده  لیز 

نیتروژن  کمک 0/25میلی لیتر  به  آبی  فاز  از  جداسازی  بعد،  مرحله 

استفاده  با  که  بافت  میلی گرم   50 با   RNA استخراج  پذیرفت.  انجام 

آزما  تجهیز  یکتا  شرکت  کیت  توسط  بود،  شده  لیز   RNX - Plus از 

کیت  دستورالعمل  اساس  بر  و   )YT9065( )تهران(  ایران  ساخت 

و  ایزوپروپانول  و  کلروفرم  از   RNA سازی  جدا  برای  گرفت.  انجام 

بین  از  جهت  شد.  استفاده  درصد   75 اتانول  از  آن  شست وشوی 

بردن آلودگی های DNA از  RNase-DNase-freeاستفاده شد.

picodrop limited, Hinx- پیکودراپ  دستگاه  با  نمونه ها  )کل 

سنجش  و   RNA اندازه گیری  جهت   )ton, United Kingdom
سنجش  مورد   230/280 و   260/280 موج های  طول  در  غلظت 

 RevertAaidTM کیت  از  استفاده  با   cDNA سنتز  گرفتند.  قرار 

آمریکا  فریمنتاز  شرکت   ،First Strand cDNA Synthesis
 K1622 شماره  به   )Waltham, Massachusetts, USA(

با  شد.  انجام  کیت  در  موجود   cDNA سنتز  پروتکل  اساس  بر  و 

آلودگی،  بردن  بین  از  جهت   RNase inhibitor کردن  اضافه 

 Cleaver Scientlfic( ترموسایکر  دستگاه  در   cDNA سنتز 

به  شد.  انجام   )Ltd, Warwickshire, United Kingdom
 PCR روش  از  مربوطه  ژن های  بیان  سطح  اندازه گیری  منظور 

 RealQ Plus 2x آنزیم با کمک   (qRT-PCR)  Real Time-PCR
Ampliqon A/S Sten- محصول شرکت Master Mix Green

از  استفاده  با  و  دانمارک  کشور  ساخت   ،huggervej Denmark
کشور  ساخت   applied Bio systems Step OneTM دستگاه 

مخلوط  گرفت.  صورت   )Foster city celifornae( آمریکا 

 2 شد.  آماده  صورت  بدین  پیشنهادی  پروتکل  اساس  بر  واکنش 

 10X PCR مسترمیکس،  لیتر  میکرو   10 الگو،   cDNA از  میکرولیتر 

 Forward پرایمر  دو  هر  از  لیتر  میکرو   1 میکرولیتر،   6/8  Buffer
برای   Tag DNA Polymerase از  میکرولیتر   0/4 و   Reverse و 

و  گرفت  قرار  استفاده  مورد  آنالینگ  دما  بهترین  آوردن  دست  به 

آب که حجم نهایی واکنش به 25 میکرو لیتر رسید. 

شد:  انجام  مراحل  این  طبق  دستگاه  گرمایی  زمانی  برنامه 

درجه   95 دمای  در  اولیه  دناتوراسیون  صورت  به  دمایی  پروتکل 

متوالی  چرخه   40 آن  دنبال  به  و  دقیقه   10 مدت  به  سانتی گراد 

مدت  به  سانتی گراد  درجه   95 دمای  در  دناتوراسیون  صورت  به 

شد.  انجام  دقیقه   1 مدت  به  سانتی گراد  درجه   60 و  ثانیه   15

توسط  محصولات  ذوب،  نمودار  بررسی  ضمن  آخر  مرحله  در 

توالی  گرفت.  قرار  ارزیابی  مورد  آگارز  ژل  سطح  در  الکتروفورز 

نرم افزار  از  استفاده  پژوهش  این  در  استفاده  مورد  پرایمرهای 

شماره  )جدول  شدند  طراحی   Primer-BLAST (NCBI) آنلاین 

عنوان  Βeta 2 Microglobulin (B2M)به  ژن  از  همچنین   .)2

اساس  بر  داده ها  تحلیل  و  تجزیه  شد.  استفاده  داخلی  كنترل  ژن 

واکنش  هر  تکثیر  منحنی  شد.  انجام   )CT( آستانه  چرخه  مقایسه 

در  شد.  نرمالیزه  مربوطه   B2M مرجع  ژن  تکثیر  منحنی  با   PCR
آزمایش  مورد  نمونه های  از  به دست آمده   CT اختلاف  مطالعه،  این 

نسبت   2-∆∆CT فرمول  از  استفاده  با  و  محاسبه  كنترل  نمونه های  و 

منفی  کنترل  عنوان  به  آب  از  شد.  محاسبه  مرجع  ژن  به  هدف  ژن 

واکنش PCR در هر دور از واکنش PCR برای هر ژن استفاده شد. 

که  شد  آماده  پیشنهادی  پروتکل  اساس  بر  واکنش  مخلوط 

مرحله  شد.  انجام  مراحل  این  طبق  دستگاه  گرمایی  زمانی  برنامه 

جدول ۱. طرح پروتکل تمرین هوازی تداومی

سرد کردنبدنه اصلی تمرینگرم کردنمراحل تمرین / مؤلفه تمرین

5 دقیقه5152030405060 دقیقهزمان تمرین )دقیقه(

17/52022/52527/530سرعت )متر بر دقیقه(
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به  شد   cDNA مولکول های  شدن2  واسرشته  به  منجر  كه  اول 

 95 دوم  مرحله  دقیقه،   10 مدت  به  سانتی گراد  درجه   95 صورت 

به  سانتی گراد  درجه   60 و  ثانیه   15 مدت  به  سانتی گراد  درجه 

ضمن  آخر  مرحله  در  و  بود  متوالی  چرخه   40 برای  دقیقه   1 مدت 

ژل  سطح  در  الکتروفورز  توسط  محصولات  ذوب،  نمودار  بررسی 

اساس  بر  داده ها  تحلیل  و  تجزیه  گرفتند.  قرار  ارزیابی  مورد  آگارز 

واکنش  هر  تکثیر  منحنی  شد.  انجام   )CT( آستانه  چرخه  مقایسه 

PCR با منحنی تکثیر ژن مرجع β2M مربوطه نرمالیز شد. 

مورد  نمونه های  از  به دست آمده   CT اختلاف  مطالعه،  این  در 

2. Denaturation

-∆∆CT فرمول  از  ه  استفاد  با  و  محاسبه  كنترل  نمونه های  و  آزمایش 

مورد  اطلاعات  شد.  اندازه گیری  مرجع  ژن  به  هدف  ژن  نسبت   2
و   19 نسخه   SPSS آماری  نرم افزار  توسط  جمع آوری،  از  پس  نیاز 

سطح  در  و  بیان  معیار  انحراف  و  میناگین  صورت  به  نتایج  کلیه 

جهت  شدند.  تحلیل  سپس  و  پردازش   )α≥0/05( معنی داری 

اسمیرنوف  کولموگروف  آزمون  از  داده ها  نرمال  توزیع  بررسی 

تحلیل  آزمون  نیز  گروه ها  بین  تفاوت  مقایسه  برای  شد.  استفاده 

استفاده  مورد  توکی  تعقیبی  آزمون  و  )آنووا(  یک طرفه  واریانس 

قرار گرفت. 

جدول2. پرایمرهای Real-time PCR استفاده شده در مطالعه

Genes Primer Sequences

Mir-1
Forward: 5’- ATGAAAAGGTTGAGACTTTTCA -3’

Reverse: 5’- GCAAAGTGGCAGAACAATG -3’

Mir-206
Forward: 5’- CCCAACAAGCTCTGCCTG -3’

Reverse: 5’- GGGAGCATAGTTGACCTGAAAC -3’

IGF-1
Forward: 5´- CTCTAACATCTCCCATCTCTC-3´

Reverse: 5´- TTCAAGAAGTCACATAGGCAG-3´

FOXO3a

Forward: 5´- TTCGCAAGGACCCAATGA -3´

Reverse: 5´- TCCAAGCTCCCATTGAACAT -3´

B2m
Forward: 5’- CGTGCTTGCCATTCAGAAA -3’

Reverse: 5’-ATATACATCGGTCTCGGTGG -3’
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aFOXO3)100/0=P 206) و از طرفی موجب کاھش بیان-miR
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گروه تمرین+ بی ) نسبت بھ aFOXO3)004/0=Pافزایش بود اما
بی تحرک موجب کاھش بیان گروهمعنادار بود. ھمچنین تحرکی 
miR-206)030/0P= و (IGF-1)002/0P= گروه تمرین+ بی ) نسبت بھ
شد کھ این اختلافات از لحاظ آماری معنادار بود.   تحرکی 

با  تحلیل واریانس یکطرفھآمارینتایج آزمونوھاگروهسطح بیان ژن تغییرات : 1شکل 
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یافته ها

تغذیه  و  بدن  وزن  به  نعلی  عضله  وزن  نسبت  نعلی،  عضله  وزن 

 + تمرین  گروه  و  بی تحرک  گروه  به  نسبت  تمرین  گروه  دریافتی 

بی تحرک از لحاظ آماری معنا دار بودند )جدول شماره 3(.

شده  ارائه   1 شماره  تصویر  در  بررسی  مورد  ژن های  نسبی  بیان 

آزمون  و  یک طرفه  واریانس  تحلیل  آماری  آزمون  نتایج  است. 

گروه  و  بی تحرکی   + تمرین  گروه  که  داد  نشان  توکی  تعقیبی 

ژن های  بیان  افزایش  موجب  کنترل  گروه  به  نسبت  بی تحرک 

موجب  طرفی  از  و   )P=0/001(  FOXO3a و    )P=0/012(miR-1 
شد   (P=0/003)  IGF-1 و   (P=0/007)  miR-206 بیان  کاهش 

نتایج  همچنین  بود.  معنادار  آماری  لحاظ  از  اختلافات  این  که 

تمرین  گروه  به  نسبت  بی تحرک  گروه  که  دادن  نشان  درون گروهی 

 )P=0/068(miR-1 ژن های بیان  افزایش  موجب  تحرکی  بی   +

 FOXO3a افزایش  اما  بود،  معنادار  غیر  آماری  لحاظ  از  که  شد 

بود.  معنادار  تحرکی  بی   + تمرین  گروه  به  نسبت   )P=0/004(

miR-بیان کاهش  موجب  بی تحرک  گروه  بی فعالیتی  همچنین 

تمرین+  گروه  به  نسبت   )P=0/002( IGF-1 و  )P=0/030(206 
بی تحرکی شد که این اختلافات از لحاظ آماری معنادار بود.

بحث

ژن های  بیان  افزایش  حاضر  پژوهش  یافته  مهم ترین 

ژن های  بیان  کاهش  و   )FOXO3a و   miR-1( آتروفی  تحریک کننده 

هر  در   )IGF-1 و   miR-206( عضلانی  هایپروتروفی  تحریک کننده 

به  نسبت  بی تحرک  گروه  و  بی تحرکی  با  همراه  تمرین  گروه  دو 

کلی  طور  به  نتایج  این  بود.  بی تحرکی  دوره  از  پس  کنترل  گروه 

پس  که  گونه ای  به  است؛  تمرینی  بازگشت پذیری  اصل  تأیید کننده 

و  تمرین  از  هفته  یک  گذشت  با  تنها  و  تمرینی  جلسات  پایان  از 

و  کردند  کاهش  به  شروع  به دست آمده  سازگاری های  بی تحرکی، 

)برخلاف  داشت  ارتباط  اندام ها  حرکت  با  خاص  طور  به  کاهش  این 

یازده  کردند  عنوان  همکاران  و  آلن  سالمندی(.  و  عصب  قطع  شیوه 

در  این  شد،   miR-206 معنادار  کاهش  موجب  بی جاذبگی  روز 

داشتند  افزایشی  به  رو  و miR-133a روند   miR-1 که  بود  حالی 

که  بود  همکاران  و  بودین  یافته های  راستای  در  یافته ها  این   .]14[

 xoB-F خانواده  افزایش  موجب   miR-206 کاهش  دادند  نشان 

می شوند  آتروفی  به  منجر  که  می شود   (atrogin-1 یا   xobFAM)
گلس  مطالعه  مانند  دیگر  مطالعه  چندین  توسط  یافته ها  این   .]17[

همکاران  و  دوکت   ،)2006( همکاران  و  لگر   ،)2005( همکاران  و 

 .]21-18[ است  شده  تأیید  نیز   )2008( همکاران  و  لگر  و   )2007(

مهار  در  تأثیر  مستقیم  غیر  یا  مستقیم  طور  miR-206به  اینکه 

تنظیم   MyoD توسط   miRNA اما  نیست؛  مشخص  دارد،  آتروفی 

توسط  MAFbox- atrogin-1تجزیه  که  پروتئینی  ]22[؛  می شود 

عدم  حاضر  پژوهش  محدودیت های  از  یکی  البته   .]23[ می شود 

سنجش بیان ژن های MyoD و MAFbox است. 

هوازی  عملکرد  افزایش  با  استقامتی  نوع  از  ورزشی  فعالیت های 

برای  مطلوب  شرایط  ایجاد  موجب  آنتی اکسیدانی  ظرفیت  توسعه  و 

فعال  گونه های  مقادیر  کاهش  با  درواقع  می شود.  هایپروتروفی 

آتروفی  سیگنالی  مسیرهای   ،PGC-1α بیان  افزایش  و  اکسیژنی 

می یابند  کاهش  هستند،  ارتباط  باmiR-1 در  که   FOXO3a با  مرتبط 

نوعی  هر  از  ورزشی  فعالیت های  می رسد  نظر  به  آن  بر  علاوه  و 

این   .]8[ است   miR-206 با  مرتبط  که  شوند   IGF-1 افزایش  باعث 

روی  محافظتی  اثر  یک  موجب  ورزشی  فعالیت  اثر  در  ویژگی ها 

توان  و  می شود  استراحتی  مواقع  در  بدن  قسمت های  سایر  و  عضلات 

بدنی برای مقابله با شرایط پاتولوژیک را توسعه و بهبود می دهد. 

کاهش  می افتد  عضلات  در  که  اتفاقی  اولین  بی تحرکی  ایجاد  با 

داده  نشان  PGC-1αبه خوبی  بیان  کاهش  با  که  است  هوازی  توان 

درون سلولی  محتوای  کاهش  موجب  به مرور  کاهش  این  است.  شده 

باعث  خود  نوبه  به  که  می شود  درون سلولی  آب  به ویژه  عضله 

محرک  مسیر های  درنهایت  و  می شود  آنتی اکسیدانی  دفاع  کاهش 

علل  از  می یابند.  رشد  اجازه  هایپرتروفی  عوامل  نبود  دلیل  به  آتروفی 

گروه  در  عضله  رشدی  محرک  عوامل  سایر  و   miR-206 کاهش  اصلی 

جدول 3. میانگین و انحراف استاندارد وزن و غذای دریافتی گروه ها و نتایج آزمون آماری تحلیل واریانس یک طرفه

شاخص
میانگین±انحراف معیار

تحلیل واریانس یک طرفه
بی تحرکتمرینکنترل

----08±14337/6±14341/4±363/6وزن بدن )گرم(

†12±9189/2±11231/2±220/6وزن عضله نعلی )میلی گرم(
F=30/614
 Sig:0/002

†35±35500/2±34690/8±638/8نسبت وزن عضله نعلی به وزن بدن )میلی گرم / کیلوگرم(
 F=162/050
Sig: 0/016

†5±314/4±330/6±23/8غذای دریافتی )گرم / روزانه(
 F=151/964
Sig: 0/001

†تغییرات معنی دار نسبت به گروه تمرین.
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سطح  می توان  را  کنترل  گروه  به  نسبت  بی تحرکی  همراه  به  تمرین 

ورزشی  سازگاری  دوره  پایان  از  پس  عضلانی  تارهای  اندازه  بالاتر 

ابتدای  در  هایپرتروفی  میزان  هرچه  است  شده  مشخص  زیرا  دانست؛ 

ابتدا  در  عضلانی  توده  دادن  دست  از  مقدار  باشد  بیشتر  تحرکی  بی 

عدم  با  مرتبط  کاملاً  بی تحرکی  دوره  در  کاهش  این  بود.  خواهد  بیشتر 

کاهش  با  مرتبط  احتمالاً  و  است  بیرونی  و  درونی  فشارهای  و  حرکت 

تمرینات  سازگاری  تأثیر  البته  است.   IGF1-PI3K-AKT سیگنالینگ 

دوره  در  مفیدی  اطلاعات  احتمالاً  سنجش  مورد  ژن های  بر  مقاومتی 

دوره  در  عضلانی  تارهای  اندازه  کاهش  زیرا  می کند،  ایجاد  بی تحرکی 

متفاوت  بی تحرکی  فرایند  این  با  اعصاب  قطع  زمان های  در  و  سالمندی 

 IGF1-PI3K-AKT سیگنالینگ  کاهش  در  معنی داری  کاهش  و  است 

می توانند  هوازی  فعالیت های  که  است  شده  داده  نشان  می شود.  دیده 

عضلات  در  هایپروتروفی  اثرات  موجب   PGC-1α بیان  تحریک  با 

آتروفی  عوامل  مهار  طریق  از  آن ها  اثر  که  شوند  تمرین نکرده  و  ناآماده 

افزایش  را  پروتئین  تجزیه  به  پروتئین  سنتز  نسبت  که  می گیرد  صورت 

پژوهش ها  سایر  با  مشابه  حاضر  پژوهش  در  می رسد  نظر  به  می دهند. 

دوره  در  که  است  افزایش  miR-206شده  موجب  ورزشی  تمرین 

با  است.  داده  نشان  را  کنترل  گروه  به  نسبت  شدید  افت  بی تحرکی 

وزن  به  نسبت  نعلی  عضله  در  هایپرتروفی  مقدار  سنجش  این،  وجود 

به  ورزش  گروه  در  هایپرتروفی  مقدار  درنهایت  که  می دهد  نشان  بدن 

گروه  و  بی تحرکی  گروه  به  نسبت  بیشتر  دریافتی  غذای  افزایش  همراه 

در  بیشتر  عضلانی  آتروفی  مارکر های  اگر  و  است  بوده  بیشتر  کنترل 

درواقع  و  ندارند  یکسانی  دلیل  می شود  دیده  بی تحرکی  و  ورزش  گروه 

بدون  آتروفی  توسعه ای  روند  دلیل  به  می توان  را  بی تحرکی  گروه 

مارکر های  افزایش  دلایل  از  ولی  دانست،  ورزشی  محافظت شده  اثرات 

عضلانی  بالاتر  سطح  به  می توان  بی تحرکی  و  ورزش  گروه  در  اتروفی 

پس از دوره ورزشی و افت بیشتر دانست.

نتیجه گیری

محافظت کنندگی  اثرات  وجود  با  می دهد  نشان  حاضر  پژوهش  نتایج 

تحرک،  عدم  از  ناشی  اتروفی  مقابل  در  ورزشی  فعالیت های  از  ناشی 

بی تحرکی  اثرگذاری  میزان  آمادگی،  و  توانایی  بالای  سطوح  دلیل  به 

هایپرتروفی  تحریکی  عوامل  کاهش  طریق  از  و  بود  خواهد  بیشتر  کامل 

آنتی اکسیدانی  دفاع  کاهش  طریق  از  مهاری  عوامل  افزایش  و 

این  رشدی  مهم  بسیار  هورمون های  نقش  برداشتن  و  به دست آمده 

مهم  بسیار  نشانگرهای  از  یکی  حتی  و  شد  خواهد  ایجاد  فرایند 

روند  ادامه  موجب  و  می یابد  کاهش  نیز   miR-206 نام  به  سلولی 

پس رونده  فرایند  این  از  جلوگیری  اهمیت  وجود  با  می شود.  آتروفی 

این  با  مقابله  برای  روشنی  راه  هنوز  بدنی،  ایده آل  عملکرد  کاهنده  و 

ایجاد  و  بیشتر  مطالعات  به  نیاز  و  است  نشده  یافت  بی تحرکی  شرایط 

)پلی فنول های  تغذیه ای  و  مقاومتی(  )تمرین  تمرینی  مداخلات 

همچون کوئرستین و کورکومین( است.

ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

اخلاق IR.SUMS.REC.1396.S444در  کد  با  پژوهش  این 

تصویب  به  تهران  علوم پزشکی  دانشگاه  پژوهشی  اخلاق  کمیته 

رسید. 

حامی مالی

درگروه  اول،  نویسنده  دکتری  رساله  از  مستخرج  مقاله  این 

دانشگاه  ورزشی،  علوم  و  بدنی  تربیت  دانشکده  ورزشی،  فیزیولوژی 

تهران پردیس کیش است.

مشارکت نویسندگان

اساس  بر  نویسندگی  استاندارد  معیارهای  نویسندگان  تمامی 

بودند  دارا  را  پزشکی  مجالت  ناشران  بین المللی  کمیته  پیشنهادات 

و همگی به یک اندازه در نگارش اثر سهم داشتند.

تعارض منافع

پژوهش  در  منافعی  تضاد  هیچ گونه  می کنند  تصریح  نویسندگان 

حاضر وجود ندارد.

تشکر و قدردانی

جناب  بزرگوار،  استادان  از  می دانند  لازم  خود  بر  نویسندگان 

این  انجام  در  که  رجبی  حمید  دکتر  و  کردی  محمدرضا  دکتر  آقای 

مطالعه یاری رسان بودند، تقدیر کنند.

محبوبه شیخان و همکاران. اثر یک دوره بی تحرکی اندام تحتانی بر بیان ژن های mir-1 و mir-206 عضله نعلی رت های تمرین کرده استقامتی
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