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Background mTORC1 marker pathway is one of the crucial pathways for the regulation of transcription 
level and an essential route involved in protein synthesis in skeletal muscles.
Objective This study aimed to investigate the effect of endurance training on mTORC1 marker pathway 
in soleus muscle of type 2 diabetic rats.
Methods In this experimental study, 16 Sprague-Dawley male rats (Mean±SD weight: 270±20g) were 
obtained. After induction of diabetes (by streptozotocin administration), the rats were randomly as-
signed into two groups: endurance training and control. The exercise training was administered to the 
experimental group performed 4 days a week for 8 weeks, while the control group did not receive any 
training program. The study proteins were measured using western blot method. The Independent t-test 
analyzed the obtained data.
Findings A significant change was not observed in the total content of Akt1 proteins, P70S6K1, 4E-BP1, 
and P70S6K1 phosphorylation content in the experimental group compared to the control group, but 
the total protein content of mTOR, the phosphorylation form of Akt1 proteins, and 4E-BP1 was signifi-
cantly higher in the experimental group compared to the control group.
Conclusion Eight weeks of endurance training can activate the Akt1/mTOR/4E-BP1 pathway in the 
mTORC1. Therefore, with regard to muscle atrophy in type 2 diabetic patients, endurance training can 
activate the mTORC1 marker pathway to regulate the transcription genes and subsequently, the expres-
sion of proteins.
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T
Extended Abstract

1. Introduction

he loss of muscle mass (atrophy) is a com-
mon consequence of diabetes. In this situa-
tion, protein degradation increases, and its 
production decreases [2]. Recent studies 

have shown that mTOR Complex 1 (mTORC1) signal-
ing plays an essential role in regulating protein synthesis 
and degradation [3]. Akt protein regulates and activates the 
mTOR protein and pathway [4]. Therefore, mTOR pro-
tein can regulate protein synthesis through changes in the 
downstream phosphorylation of proteins such as P70S6K 
and 4EBP1 [6].
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Endurance exercises can improve muscle performance 
and functional capacity. The production of musculoskeletal 
strength is associated with the ability to perform daily living 
tasks [8]. Endurance exercises with specific intensity can 
be useful in increasing musculoskeletal mass and functional 
capacity [9]. So far, the effect of endurance exercises on all 
signaling pathways of protein synthesis or muscle hyper-
trophy, and especially the mTORC1 pathway, has not been 
well studied. In this regard, this study attempted to examine 
the effect of endurance exercises on mTORC1 signaling 
pathway in the soleus muscle of rats with type 2 diabetes. 

2. Materials and Methods

This is an experimental study using test and control 
groups. The samples were 16 two-week-old Sprague-Daw-
ley male rats with a Mean±SD weight of 270±20g. For in-
duction of diabetes in rats, Streptozotocin (STZ) solution 
was administered intraperitoneally (60mg/kg) 15 min after 
injection of nicotinamide (110mg/kg) [13]. To ensure that 
the animals were diabetic, their blood glucose was taken 
72 hours after injection. A blood glucose level of 126-260 
mg/dL was considered as an indicator of type 2 diabetes 
mellitus [14]. One week after the induction of diabetes, the 
rats were randomly assigned to two groups of endurance 
(n=8) and control (n=8). The endurance group performed 
exercises for 8 weeks, 4 sessions per week. The exercise 
program was to run on a treadmill for 42 min per session 
which included 6-min warming up (10-12m/min), 30-min 
continuous exercise (15-20m/min), and 6-min cooling 
down (10-12m/min). The treadmill incline was 0 degree 
with no change during 8 weeks [15]. During this period, 
the control group performed no training. The rats in both 
groups received no insulin treatment. 

To eliminate the acute effects of exercise and the uncon-
trollable stress variables of samples during exercise, they 
were anesthetized based on ethical principles with an intra-
peritoneal injection of a ketamine-xylazine combination 24 
hours after the last exercise session. Then, the soleus muscle 
tissue was removed from the animal's body, rinsed in saline, 
and then immediately frozen with liquid nitrogen and kept 
in a freezer at -80°C. The study variables were measured 
using western blot analysis. Developed immune complexes 
were visualized by using a chemical radiation method and 
X-ray films. ImageJ software V. 1.18.0112 was used to mea-
sure the density of the bands, and the results were presented 
after normalization against reference protein (β-actin) [16]. 
For analyzing data, first, the Kolmogorov-Smirnov test was 
used to determine the normality of data distribution. Since 
the distribution was reported normal, the Independent t-test 
was used for comparing groups. The analysis was conduct-
ed in SPSS V. 19. The significance level was set as (0.05).

3. Results

There was no significant difference in the total protein level 
of Akt1 (P=0.45), P70S6K1 (P=0.35), and 4E-BP1 (P=0.94) 
between endurance and control groups, but the difference in 
protein content of mTOR (P=0.008) was significant. More-
over, 8-week endurance exercise caused a significant differ-
ence between two study groups in phosphorylation level of 
pAkt1 [ser473] (P=0.014), p-mTOR [ser2448] (P<0.001), 
and p-4E-BP1 [Thr37/46] (P<0.001); however, this dif-
ference was not significant in protein level of p-P70S6K1 
[Thr389] (P=0.06). By comparing the total and phosphoryla-
tion levels of proteins, significant differences were seen be-
tween total and phosphorylation levels of Akt1 (P=0.03), and 
4E-BP1 (P<0.001), but no significant difference between 
P70S6K1 (P=0.10) and mTOR (P=0.06).

4. Conclusion

The results of this study showed that after 8 weeks of en-
durance exercise, Akt1/ mTOR /4E-BP1 signaling pathway 
activates the mTORC1 pathway in subjects with type 2 
diabetes. Therefore, endurance exercise resulted in protein 
synthesis through the mTORC1 pathway. This may be due 
to the conditions of the exercise program in terms of inten-
sity or duration. Therefore, for protein synthesis or muscle 
atrophy in type 2 diabetics, an exercise program with ad-
equate intensity, duration, and type (e.g. a combination of 
endurance and resistance exercises) should be considered.

Ethical Considerations

Compliance with ethical guidelines

This study has an Ethical Code number (IR.SUMS.
REC.1396.S1062) from Shiraz University of Medical 
Sciences.

Funding

This research did not receive any specific grant from 
funding agencies in the public, commercial, or not-for-
profit sectors.

Authors' contributions

Writing: All authors; Sources & validations: Saeedeh Shad-
mehri and Neda Aghaee Bahmanbeglou; Analytics of data 
and Methodology: Mohammad Sharafat Moghadam; Edit-
ing and management project: Farhad Daryanoush.



94

The Journal of

Qazvin University of Medical Sciences (JQUMS) June, July 2019. Vol 23. Num 2

Conflicts of interest

The authors declare no conflict of interest.

Acknowledgements

The study conducted at the University of Shiraz and Shi-
raz University of Medical Sciences. The authors would like 
to thank all those cooperated in this study.

Shadmehri S, et al. Endurance Exercise on mTORC1 Marker Pathway in the Soleus Muscle of Type II Diabetic Rats. J Qazvin Univ Med Sci. 2019; 23(2):92-103.



95

خرداد و تیر 1398 . دوره 23 . شماره 2

تأثیر فعالیت ورزشی استقامتی بر مسیر نشانه‌پردازی mTORC1 در عضله اسکلتی نعلی موش‌های 
صحرایی مبتلا به دیابت نوع 2

زمینه مسیر نشانه‌پردازی mTORC1 از مسیرهای مهم تنظیم میزان رونویسی و یکی از مهم‌ترین مسیرهای درگیر در سنتز پروتئین در 
عضله اسکلتی است.

هدف هدف از این مطالعه، بررسی تأثیر تمرین‌های استقامتی بر مسیر نشانه‌پردازی mTORC1 در عضله نعلی موش‌های صحرایی مبتلا 
به دیابت نوع 2 است.

مواد و روش‌ها در این مطالعه تجربی، 16 موش صحرایی نر نژاد اسپراگ‌داولی )با میانگین و انحراف معیار وزن 20±270 گرم( انتخاب 
و پس از دیابتی‌شدن از طریق محلول استرپتوزوتوسین به روش تصادفی به 2 گروه مداخله استقامتی )به عنوان گروه تجربی( و شاهد 
تقسیم شدند. گروه تجربی 4 روز در هفته و به مدت 8 هفته به فعالیت ورزشی پرداختند؛ در حالی که گروه شاهد هیچ‌گونه برنامه تمرینی 
نداشتند. پروتئین‌های تحقیق حاضر از طریق روش وسترن بلات اندازه‌گیری و برای تجزیه ‌و تحلیل داده‌ها از آزمون تی مستقل استفاده 

شد.
یافته‌ها تغییر معنی‌داری در محتوای تام پروتئین‌های AKT1، P70S6K1، 4EBP1 و محتوای فرم فسفریله پروتئین P70S6K1 در گروه‌ 
تمرین استقامتی نسبت به گروه شاهد مشاهده نشد؛ اما محتوای تام پروتئین mTOR و فرم فسفریله پروتئین‌های AKT1، mTOR و 

4EBP1 در گروه‌ تمرین استقامتی نسبت به گروه شاهد افزایش معنی‌داری را نشان داد.

نتیجه‌گیری 8 هفته تمرین ورزشی استقامتی توانست مسیر AKT1/mTOR/4E-BP1 را در mTORC1 فعال کند؛ بنابراین با توجه به 
تحلیل عضلانی در بیماران دیابتی نوع 2، فعالیت ورزشی استقامتی می‌تواند مسیر نشانه‌پردازی mTORC1 را برای تنظیم رونویسی ژن‌ها 

و متعاقباً بیان پروتئین‌ها فعال کند.

کلیدواژه‌ها: 
تمرین استقامتی، عضله 

اسکلتی نعلی، مسیر 
mTORC1، دیابت نوع 2
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مقدمه

عضله اسکلتی بزرگ‌ترین عضو در بدن انسان است و بیش 
افراد سالم را تشکیل  از 30 تا40 درصد از کل وزن بدن در 
بار،  اضافه  اثر  بر  که  اسکلتی  عضله  توده  کاهش  می‌دهد. 
به  متعدد رخ می‌دهد،  بیماری‌های  انواع  یا  پیری  سوء‌تغذیه، 
کیفیت  و  مشکلات سلامت  انسان،  عملکردی  اجرای  کاهش 

پایین زندگی منجر می‌شود ]1[.

معمول  عواقب  از  یکی  )آتروفی(1  عضلانی  توده  ازبین‌رفتن 

1. Atrophy

دیابت است. در این شرایط، تجزیه پروتئین افزایش و ساخت آن 
کاهش می‌یابد. از آنجا که از نظر سازگاری‌های رونویسی، عوامل 
مختلفی بر آتروفی تأثیرگذار است، به نظر می‌رسد محرک‌های 
شروع‌کننده و پروتئین‌های درگیر در مسیرهای سنتز و مسیرهای 
آتروفی، در ازدست‌دادن توده عضلانی، از سازوکارهای مسیرهای 
 2‌IGF-1 سیگنالینگ اصلی باشد. میزان کم انسولین و احتمالاً 
دادن  دست  از  گلوکوکورتیکوئیدها،  میزان  افزایش  با  همراه 

پروتئین عضلانی در دیابت را تحریک می‌کنند ]2[.

متابولیسم پروتئین نقش مهمی در تنظیم توده عضلانی‌اسکلتی 

2. Insulin-like growth factor 1
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 mTORC1 دارد و مطالعات اخیر نشان داده است که سیگنالینگ
نقش مهمی در تنظیم سنتز پروتئین و تخریب پروتئین دارد 
شاید  و   PI3K-AKT مسیر  طریق  از  رشدی  فاکتورهای   .]3[
سیگنال‌های دیگر به تنظیم mTORC1 منجر می‌شوند. پروتئین 
 3)TSC1/2( 1/2 با غیرفعال‌کردن کمپلکس تیوبروز اسکلروز AKT
و فعال‌کردن پروتئین Rheb مسیر mTORC1 را تنظیم و فعال 
می‌کند. ]4[ پروتئین‌ها حدود 50 درصد از زیست توده سلول‌ها 

را تشکیل می‌دهند.

mTORC1 نقش مهمی در القای سنتز پروتئین در پاسخ به 
سیگنال‌های رشد سلولی دارد. به همین دلیل این فرض به‌طور 
گسترده‌ای تأیید شده است که mTORC1 مسئول رویدادهای 
سیگنالینگ وابسته به راپامایسین4 و وابسته به mTOR است که 
متابولیسم پروتئین را تنظیم می‌کند؛ اما مطالعات اخیر نشان 
 .]5[ نباشد  درست  کاملًا  است  ممکن  فرض  این  که  داده‌اند 
مسیر سیگنالینگ mTORC1 می‌تواند سنتز پروتئین را از طریق 
انسولین/ مانند  بالادست  پروتئین‌های  فسفریلاسیون  تغییرات 

و   P70S6K مانند  پایین‌دست  پروتئین‌های  و   AKT  IGF-1و 
4EBP1 تنظیم کند ]6[.

عضله اسکلتی بافت بسیار انعطاف‌پذیری متناسب با محرک‌های 
انقباض  است.  انقباض عضلانی  انواع مختلف  از جمله  مختلف 
متنوع  زیست‌شناسی5  و  متابولیک  سازگاری  باعث  عضلانی 
می‌شود. این امر به دلیل تأثیر تجمعی تکرار تمرین‌ها و پاسخ‌های 
مولکولی و سلولی خاص به سازگاری‌های خاص، منجر می‌شود. 
ویژگی‌های شناخته‌شده انقباض عضلانی عبارت‌اند از: هیپرتروفی 
عضلانی6 و افزایش قدرت. این ویژگی‌ها به وسیله انقباض عضلانی 

در پی تمرین‌های مقاومتی و استقامتی ایجاد می‌شوند ]7[.

تمرین‌های ورزشی استقامتی می‌تواند عملکرد عضلات و ظرفیت 
تمرین‌ها را بهبود بخشد. تولید قدرت عضلانی‌اسکلتی با توانایی انجام 
وظایف زندگی روزمره همراه است؛ افزایش ظرفیت فعالیت ورزشی 
می‌تواند از بیماری و مرگ‌ومیر زودهنگام جلوگیری کند. این روابط 
انجام فعالیت ورزشی منظم استقامتی می‌تواند  نشان می‌دهد که 
کیفیت زندگی را بهبود بخشد که با افزایش ظرفیت عملکرد و کاهش 
خطر ابتلا به بیماری در بزرگ‌سالان همراه است ]8[. به طور خلاصه، 
این مشاهدات، برای پزشکان و دانشمندان انگیزه لازم را فراهم می‌آورد 
تا فعالیت ورزشی استقامتی با شدت‌های مشخص را نسخه‌ای مؤثر 
نظر  در  عملکردی،  ظرفیت  و  عضلانی‌اسکلتی  توده  افزایش  برای 
بگیرند. تمرین‌های ورزشی استقامتی برای بهبود سلامت قلب و عروق 
مناسب است؛ با این حال، اثرات آن بر گردش پروتئین‌ها برای سنتز 
پروتئین و هیپرتروفی توده عضلانی‌اسکلتی چندان روشن نیست ]9[.

3. Tuberous sclerosis proteins 1 and 2
4. Rapamycin
5. Morphology
6. Hypertrophy muscle

در تحقیقی لندبرگ7 و همکاران تأثیر فعالیت ورزشی استقامتی 
و مقاومتی را بر محتوای پروتئین mTOR )جایگاه فسفریلاسیون 
ترئونین  فسفریلاسیون  )جایگاه   P70S6K و   )2448 سرین 
را در محتوای  تفاوت معنی‌داری  نتایج  389( بررسی کرده‌اند. 
هر  دنبال  به   P70S6K و   mTOR پروتئین‌های  فسفریلاسیون 
دو فعالیت ورزشی نشان نداد. این محققان بیان کردند فعالیت 
به  را  عضلانی‌اسکلتی  مولکولی  پاسخ‌های  استقامتی،  ورزشی 

نسبت تمرینات مقاومتی تغییر می‌دهد ]10[. 

در مقابل در تحقیقی مسچر8 و همکاران تأثیر تمرین استقامتی 
بر محتوای تام و فسفریلاسیون پروتئین‌های AKT ،mTOR و 
P70S6K1 را بررسی کردند. نتایج افزایش معنی‌داری را در محتوای 
فسفریلاسیون  )جایگاه   mTOR پروتئین‌های  فسفریلاسیون 
ترئونین10  فسفریلاسیون  )جایگاه   P70S6K و  سرین9 2448( 
389( در 90 تا 180 دقیقه بعد از فعالیت ورزشی نشان داد؛ اما 
این تفاوت در محتوای پروتئین AKT )فسفریلاسیون سرین 473( 
معنی‌دار نبود. این یافته‌ها نشان داد در ساعات اول برگشت به 
حالت اولیه پس از تمرین، سنتز پروتئین به‌تدریج افزایش می‌یابد. 
علاوه بر این، تحریک مسیر سیگنالینگ mTORC1 ممکن است 
حداقل بخشی از مسئولیت این سنتز بالای پروتئین باشد ]11[. 

تحقیق شوالم11 و همکاران تأثیر فعالیت ورزشی استقامتی با 
شدت کم و زیاد را بر پروتئین‌های AKT )جایگاه فسفریلاسیون 
سرین 473 و ترئونین 308( و 4EBP1 در عضله اسکلتی پهن 
بیرونی مردان بررسی کرد و نتایج تفاوت معنی‌داری را در محتوای 
پروتئین‌ AKT )هر دو جایگاه( در شدت‌های کم و زیاد نشان داد؛ 
اما محتوای پروتئین 4EBP1 فقط در شدت زیاد تفاوت معنی‌داری 

داشت و در شدت کم تفاوت معنی‌داری را نشان نداد ]12[.

مطالعات اخیر نشان می‌دهند سنتز پروتئین عضله اسکلتی در 
پاسخ به انواع فعالیت بدنی )مقاومتی و استقامتی( نتایج متفاوتی را 
در پی دارد. همچنین بعضی از پژوهش‌ها فعالیت ورزشی استقامتی را 
به‌عنوان نوعی کاهش‌دهنده توده عضلانی در نظر گرفته‌اند؛ اما تاکنون 
تمامی مسیرهای سیگنالینگ  بر  استقامتی  ورزشی  فعالیت  تأثیر 
 mTORC1 سنتز پروتئین یا هیپرتروفی عضلانی و به‌خصوص مسیر
به‌خوبی بررسی نشده است. بنابراین در این پژوهش، نقش فعالیت 
ورزشی بر مسیر نشانه‌پردازی mTORC1 در عضله نعلی، که عضله‌ای 
کُند انقباض است و نقش دیابت نوع 2 در این مسیر بررسی می‌شود.

مواد و روش‌ها

پژوهش حاضر از نوع تجربی است که در دو گروه مداخله و 
شاهد انجام گرفت. در این پژوهش، 16 موش صحرایی نر دوماهه 

7. Lundberg
8. Mascher
9. Serine
10. Threonine
11. Schwalm
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نژاد اسپراگ‌داولی با میانگین و انحراف معیار وزنی 20±270 گرم 
انتخاب شدند. موش‌های صحرایی در حیوان‌خانه دانشگاه علوم 
رطوبت 40  سانتی‌گراد،  درجه  دمای 22±2  با  شیراز  پزشکی 
تا50 درصد و چرخه تاریکی‌روشنایی 12-12 نگه داشته شدند. 
حیوانات  استاندارد مخصوص  و  آزادانه  طور  به  حیوانات  غذای 
آزمایشگاهی از دانشگاه علوم پزشکی شیراز تهیه شد. همچنین 
آب مورد نیاز حیوانات به طور آزاد در بطری 500 میلی‌لیتری 
ویژه‌ حیوانات آزمایشگاهی، در اختیار آن‌ها قرار داده شد. به اصول 
اخلاقی مطالعه مطابق با اصول کار با حیوانات آزمایشگاهی مصوب 

دانشگاه علوم پزشکی شیراز توجه شد. 

برای ایجاد دیابت نوع 2 در موش‌ها، محلول استرپتوزوتوسین12 
)حل‌شده در بافر سیترات 0/1 مولار با pH=‌۴/5( به صورت داخل 
صفاقی و فقط یک مرتبه با دز 60 میلی‌گرم به ازای هر کیلوگرم از 
وزن بدن، بعد از 15 دقیقه تزریق نیکوتین‌آمید با دز 110 میلی‌گرم 
به ازای هر کیلوگرم از وزن بدن تزریق شد ]13[. برای اطمینان از 
از سیاهرگ دمی‌شان، 72  آن‌ها  قند خون  دیابتی‌شدن حیوان‌ها، 
ساعت پس از تزریق، با کمک گلوکومتر و نمونه خونی اندازه‌گیری‌ 
شد؛ قند خون از 126 میلی‌گرم بر دسی‌لیتر تا 260 میلی‌گرم بر 
دسی‌لیتر به عنوان شاخص دیابتی‌شدن نوع 2 در نظر گرفته شد 
]14[. یک هفته پس از القای دیابت، موش‌های صحرایی به روش 
تصادفی به 2 گروه مداخله )8 تا( و شاهد )8 تا( تقسیم شدند. سپس 
موش‌های گروه‌های تمرین برای آشنایی با نوارگردان13، به مدت یک 

هفته با سرعت 5 تا 10 متر بر دقیقه، روی نوارگردان دویدند. 

برنامه گروه تمرینی به مدت 8 هفته و هر هفته 4 جلسه بود. 
کل مدت زمان دویدن موش‌ها در هر جلسه روی نوارگردان 42 
دقیقه، شامل 6 دقیقه گرم‌کردن )سرعت 10 تا 12 متر بر دقیقه(، 
30 دقیقه تمرین تداومی )سرعت 15 تا 20 متر بر دقیقه( و 6 
دقیقه سردکردن )سرعت 10 تا 12 متر بر دقیقه( بود. شیب 
نوارگردان صفر درجه بود و در 8 هفته تغییری نداشت ]15[. در 
این مدت، گروه شاهد هیچ‌گونه برنامه تمرینی نداشتند. همچنین 
هیچ‌گونه  شاهد(  و  )مداخله  گروه  دو  هر  صحرایی  موش‌های 

درمانی با انسولین را در طول دوره پژوهش نداشتند.

 برای از بین بردن آثار حاد تمرین و متغیرهای غیرقابل‌کنترل 
استرس آزمودنی‌ها در زمان اجرای برنامه تمرینی، 24 ساعت پس 
از آخرین جلسه تمرین، موش‌ها با رعایت اصول اخلاقی و با تزریق 
درون‌صفاقی ترکیبی از کتامین )30 تا 50 میلی‌گرم بر کیلوگرم 
وزن بدن( و زایلازین )3 تا 5 میلی‌گرم بر کیلوگرم وزن بدن(، 
بی‌هوش شدند. سپس بافت عضله اسکلتی نعلی )کٌند انقباض( 
از بدن حیوان برداشته شد و در سرم فیزیولوژیک شست‌وشو 
با استفاده از مایع ازت منجمد و برای  داده و سپس بلافاصله 
سنجش‌های بعدی در یخچال با دمای 80- درجه سانتی‌گراد 

 12. Streptozotocin (STZ)
13. Treadmill

نگهداری شد. 

با استفاده از روش آزمایشگاهی وسترن بلات متغیرهای پژوهش 
اندازه‌گیری شدند. در این روش ابتدا مخلوط بافت عضله اسکلتی 
نعلی در لیزکننده 14RIPA حاوی آنتی‌پروتئاز کوکتیل15 )سیگما 
آلدریچ، کشور آمریکا( تهیه شد و پس از سانتریفیوژ در 12هزار 
دور در دقیقه و مخلوط‌کردن با محلول نمونه، با الکتروفورز )مدل 
آکریلامید  ژل  در  آمریکا(  ساخت   ،BioRad شرکت  عمودی، 

حاوی سدیم دودسیل سولفات16 تفکیک شدند.

بعد از تفکیک، باندهای پروتئینی بر غشاء انتقال داده‌شده )غشاء 
دیفورید پلی‌وینیلیدین( و بعد از پوشاندن غشا با محلول سرم 
آلبومین گاوی 3 درصد به مدت یک ساعت در دمای آزمایشگاه 
در   )1/500( رقیق‌شده  خرگوشی  اولیه‌  آنتی‌بادی  معرض  در 
محلول پوشاننده به مدت یک شب در دمای 4 درجه قرار داده 
شدند. پس از سه بار شست‌وشو با محلول فسفات نمکی توین‌دار 
 IgG-HRP: sc-2004 با آنتی‌بادی ثانویه ضدخرگوشی متصل به

در دمای اتاق به مدت یک ساعت مجاور شدند.

شماره سریال آنتی‌بادی‌ها در تحقیق حاضر از این قرار است:
Total form anti-AKT1 (Sc-135829), anti-mTOR 

(Sc-1550-R), anti-P70S6K1 (Sc-230) and anti-4E-
BP1 (Sc-9977); Phosphorylated form anti-AKT1 
(sc-52940), anti-mTOR (Sc-293133), anti-P70S6K1 
(Sc-11759) and anti-4E-BP1 (#-2855).

ایمیون کمپلکس‌های17 ایجاد‌شده با روش پرتوزایی شیمیایی 
و با استفاده از فیلم رادیوگرافی به ظهور رسیدند. دانسیته باندها 
را نرم‌افزار Image J )نسخه 1/8/0/112( اندازه‌گیری کرد و نتایج 
بعد از طبیعی‌شدن در مقابل کنترل داخلی )بتا اکتین( به صورت 

چند برابر گروه از شاهد ارائه شدند ]16[.

نرمالیتی  تعیین  برای  کولموگروف‌اسمیرنوف  آزمون  از  ابتدا 
توزیع داده‌های پژوهش استفاده شد. با توجه به عادی‌بودن توزیع 
نمرات در متغیرها، از آزمون پارامتریک تی مستقل برای مقایسه 
بین‌گروهی استفاده شد و داده‌ها با استفاده از نسخه ۱۹ نرم‌افزار 
SPSS تجزیه و تحلیل شدند. سطح معنی‌داری  P≤0/۰۵در نظر 

گرفته شده است.

یافته‌ها

نتایج تحقیق حاضر نشان داد به دنبال 8 هفته تمرین استقامتی، 
 )P>0/45( AKT1 تفاوت معنی‌داری میان محتوای تام پروتئین‌
 )P>0/35(  P70S6K1 پروتئین   ،)B1  ،A1  .۱ شماره  )شکل 

14. Radioimmunoprecipitation assay
15. Protease inhibitor cocktail
16. Sodium dodecyl sulfate (SDS)
17. Immune complex

سعیده شادمهری و همکاران. تأثیر فعالیت ورزشی استقامتی بر مسیر نشانه‌پردازی mTORC1 در عضله اسکلتی نعلی موش‌های صحرایی مبتلا به دیابت نوع 2
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)شکل شماره B3 ،A3 .۲( و پروتئین 4E-BP1 )P>0/94( )شکل 
شمارهB4 ،A4 .۲( در بین گروه‌ تمرین و شاهد وجود ندارد؛ اما 
این تفاوت در محتوای پروتئین mTOR بین گروه مداخله و شاهد 
معنی‌دار بود )P>۰/008( )شکل شماره B1 ،A1 .۱(. همچنین 
محتوای  میان  معنی‌داری  تفاوت  استقامتی،  تمرین  هفته   8

)شکل   )P>0/014(  pAKT1ser473 پروتئین‌  فسفریلاسیون 
 )P>0/0001(  p-mTORser2448 پروتئین   ،)B۲  ،A2 .۱ شماره 
 p-4E-BP1/46THR37/46 پروتئین  و   )A2 ،B۲ .۱ شکل شماره(
)P>0/001( )شکل شماره B4 ،A4 .۲( در بین گروه‌ مداخله و 
p-P70S6K� شاهد ایجاد کرد؛ اما این تفاوت در محتوای پروتئین 

شکل 1. مقایسه محتوای فرم‌های تام و فسفریله پروتئین‌های AKT1 و mTOR در گروه‌های مورد مطالعه )تعداد 8 موش صحرایی( 
A1. تصاویر وسترن‌بلات پروتئین‌ AKT1 ؛ A2. پروتئین mTOR و بتا-اکتین به‌عنوان کنترل داخلی در بافت عضله اسکلتی نعلی؛ B1. میانگین و انحراف معیار، نشان‌دهنده‌ 

مقادیر کمّی‌شده باندهای پروتئین AKT1 و B2. پروتئین mTOR در مقابل کنترل داخلی )بتا-اکتین( که به صورت چندبرابر از گروه شاهد ارائه شده است.
* وجود تفاوت معنی‌دار بین گروه‌ مداخله نسبت به شاهد، در سطح 0/05

# وجود تفاوت معنی‌دار بین فرم‌های تام و فسفریله در سطح 0/05

شکل 2. مقایسه محتوای فرم‌های تام و فسفریله پروتئین‌های P70S6K1 و 4EBP1 در گروه‌های مطالعه‌شده )تعداد 8 موش صحرایی(
A3. تصاویر وسترن‌بلات پروتئین‌ P70S6K1؛ A4. پروتئین 4EBP1 و بتا-اکتین به عنوان کنترل داخلی در بافت عضله اسکلتی نعلی؛ B3. میانگین و انحراف معیار، 
نشان‌دهنده‌ مقادیر کمّی‌شده باندهای پروتئین P70S6K1 و B4. پروتئین 4EBP1 در مقابل کنترل داخلی )بتا-اکتین( که به صورت چندبرابر گروه شاهد ارائه شده است.

* وجود تفاوت معنی‌دار بین گروه‌ مداخله نسبت به شاهد در سطح 0/05
# وجود تفاوت معنی‌دار بین فرم‌های تام و فسفریله در سطح 0/05

سعیده شادمهری و همکاران. تأثیر فعالیت ورزشی استقامتی بر مسیر نشانه‌پردازی mTORC1 در عضله اسکلتی نعلی موش‌های صحرایی مبتلا به دیابت نوع 2
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1Thr389 در بین دو گروه معنی‌دار نبود )P>0/06( )شکل شماره 

.)B3 ،A3 .۲

همچنین محتوای فرم تام و فسفریله پروتئین‌ها با یکدیگر 
تفاوت  استقامتی،  تمرین  هفته   8 دنبال  به  شدند.  مقایسه 
معنی‌داری میان محتوای فرم‌های تام و فسفریله پروتئین‌های 
 4E-BP1 و   )B1  ،A1  .۱ شماره  )شکل   )P>۰/03(  AKT1
)P>۰/001( )شکل شماره B4 ،A4 .۲( مشاهده شد؛ اما میان 
فرم‌های تام و فسفریله پروتئین‌های P>۰/06( mTOR( )شکل 
 ،A3 .۲ شکل شماره( )P>۰/1( P70S6K1 و )B۲ ،A2 .۱ شماره

B3( تفاوت معنی‌داری مشاهده نشد. 

بحث و نتیجه‌گیری

نتایج تفاوت معنی‌داری را به دنبال 8 هفته فعالیت ورزشی 
استقامتی بین گروه‌های مداخله و شاهد در محتوای پروتئین‌های 
تام AKT1، P70S6K1 و 4E-BP1 در عضله اسکلتی نعلی نشان 
نداد؛ اما این افزایش در محتوای تام پروتئین mTOR معنی‌دار بود. 
از طرفی محتوای فسفریلاسیون پروتئین‌های AKT1، mTOR و 
4E-BP1 افزایش معنی‌داری یافت؛ اما این افزایش در محتوای 

پروئتین P70S6K1 معنی‌دار نبود.

تمرین استقامتی به طور منظم سنتز پروتئین در عضله اسکلتی 
و به‌ویژه سنتز پروتئین‌های میتوکندری را افزایش می‌دهد و باعث 
افزایش اکسیداسیون چربی و افزایش استقامت عضلانی می‌شود؛ 
طور  به  پیچیده  سلولی  سیگنالینگ  راستا، شبکه‌های  این  در 
مستقیم و غیرمستقیم بسیار مهم هستند و به عوامل متعدد مانند 
فعالیت‌های ورزشی )مقاومتی، استقامتی و غیره( پاسخ می‌دهند 
و منجر به تغییرات بیولوژیکی می‌شوند ]17[. فعالیت‌های متداول 
ورزشی )استقامتی( محرکی قوی است که قادر به ایجاد تغییرات 
در انتقال سیگنال و متابولیسم سلولی است و با شدت، نوع و مدت 
زمان فعالیت ورزشی تغییر می‌کند؛ بنابراین، انتخاب فعالیت‌های 
برای  متفاوت  زمان(  مدت  و  نوع  )شدت،  شرایط  با  ورزشی 
سازگاری بیوشیمیایی و زیست‌شناختی خاص در عضله اسکلتی 

مهم است ]18[.

ورزشی  فعالیت‌های  تأثیر  همکاران  و  اوگاساوارا18  تحقیق 
)جایگاه‌های   AKT پروتئین‌های  روی  را  مقاومتی  و  استقامتی 
)جایگاه   mTOR ،)473 و سرین ترئونین 308  فسفریلاسیون 
فسفریلاسیون سرین 2448( و P70S6K )جایگاه فسفریلاسیون 
استقامتی  ورزشی  فعالیت  است.  کرده  بررسی   )389 ترئونین 
شامل 60 دقیقه دویدن بر نوارگردان و فعالیت ورزشی مقاومتی، 
ایجاد انقباض ایزومتریک از طریق جریان الکتریسیته بود. محتوای 
این پروتئین‌ها در سه زمان )3 و 6 و 12 ساعت( بعد از فعالیت 
ورزشی اندازه‌گیری شدند. نتایج افزایش معنی‌داری را در محتوای 

18. Ogasawara

پروتئین‌های AKT و mTOR و P70S6K در زمان 3 ساعت بعد 
از فعالیت ورزشی استقامتی نشان داد و در دو زمان دیگر )6 و 
12 ساعت( تمایل به کاهش داشت. همچنین افزایش معنی‌داری 
در محتوای پروتئین‌های AKT و mTOR و P70S6K در هر سه 
زمان )3، 6 و 12 ساعت( اندازه‌گیری بعد از فعالیت مقاومتی 

نشان داده شد ]19[. 

نتایج تحقیق اوگاساوارا و همکاران با نتایج تحقیق حاضر، در 
ورزشی  فعالیت  از  و mTOR پس   AKT پروتئین‌های محتوای 
در  پروتئین‌ها  این  سطوح  زیرا  راستاست؛  یک  در  استقامتی، 
هر دو تحقیق در طی انجام فعالیت ورزشی استقامتی افزایش 
معنی‌داری یافته بود و نشان‌دهنده این مطلب است که فعالیت 
به  انسولین،  به  مقاومت  کاهش  با  می‌تواند  استقامتی  ورزشی 
و  تام  محتوای  همچنین  شود.  پروتئین AKTمنجر  فعال‌شدن 
فسفریلاسیون پروتئین mTOR در جایگاه فسفریلاسیون 2448 
افزایش معنی‌داری یافته است که می‌توان گفت فعالیت ورزشی 
استقامتی در افراد مبتلا به دیابت نوع 2 می‌تواند فعال‌کننده مسیر 

mTORC1 برای سنتز پروتئین و هیپرتروفی عضلانی باشد. 

در تحقیق حاضر سطوح پروتئین P70S6K1 تفاوت معنی‌داری 
را نشان داد. پروتئین P70S6K کیناز ، بخشی از مسیر سیگنالینگ 
مسیر  در  آن  فعال‌شدن  سیگنالینگ  که  است   mTORC1
یا  انسولین  با  سلول‌های عضلانی  تحریک  طریق  از   mTORC1
منجر  کیناز19  فسفواینوزیتید ‌3  فعال‌سازی  به  که   IGF-1است 
فسفاتیدیل‌اینوزیتول  پیام‌رسان  تولید  که  طوری  به  می‌شود، 
(5 ،4 ،3) تری‌فسفات20 می‌کند. سپس تری‌فسفات در غشاء به 
استفاده از پروتئین کیناز PDK1 و AKT منجر می‌شود، سپس 
این امر به فسفریلاسیون و فعال‌شدن AKT منجر می‌شود ]20[. 
این پروتئین از طریق سرکوب‌کردن فعالیت کمپلکس 2 تیوبروز 
اسکلروز21 فعالیت mTORC1 را افزایش می‌دهد ]21[. مهم‌ترین 
تأثیر مسیرهای پیام‌رسانی AKT/mTOR اثر بر پروتئین‌های درگیر 

در کنترل ترجمه‌ای پروتئین‌های P70S6K است ]22[.

 در تحقیق حاضر فعالیت ورزشی استقامتی به افزایش معنی‌دار 
محتوای تام و فسفریلاسیون پروتئین  P70S6K1منجر نشد که 
از عوامل تأثیرگذار در آن، می‌توان به نوع فعالیت ورزشی اشاره 
مقاومتی  ورزشی  فعالیت  استقامتی،  تمرین‌های  برخلاف  کرد. 
به هیپرتروفی از طریق مسیر AKT/mTOR/P70S6K1 منجر 
می‌شود. البته مدت زمان فعالیت ورزشی نیز عامل بسیار مهم 
به  ورزشی  تمرین‌های  با  است؛ سازگاری طولانی‌مدت  دیگری 
این  پروتئین‌های عضلانی خاص منجر می‌شود.  تغییر سطوح 
سازگاری در طی هر نوع فعالیت ورزشی به فعال یا مهار‌شدن 
رخدادهای مولکولی منجر می‌شود که بسته به ماهیت فعالیت 

 19. Phosphoinositide 3-kinases (PI3K)
 20. Phosphatidylinositol (3, 4, 5)-trisphosphate (PIP3)
 21. Tuberous sclerosis complex 2 (TSC2)
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ورزشی می‌تواند باعث سنتز یا تجزیه پروتئین شود ]10[. در 
تحقیق حاضر تمرین‌های استقامتی به تغییرات معنی‌دار محتوای 

پروتئین P70S6K1 منجر نشد.

نتایج تحقیق کازایور22 و همکاران در بررسی تأثیر تمرین‌های 
استقامتی و مقاومتی بر سطوح پروتئین‌های AKT و mTOR و 
P70S6K1 نشان داد که محتوای پروتئین AKT پس از تمرین‌های 
استقامتی افزایش معنی‌داری یافته است؛ اما تمرین‌های مقاومتی 
نتوانسته بود تأثیر معنی‌داری بر محتوای پروتئین AKT داشته 
باشد. همچنین پس از تمرین‌های استقامتی و مقاومتی، محتوای 
پروتئین mTOR افزایش معنی‌داری یافته و در مقابل محتوای 

پروتئین P70S6K1 کاهش معنی‌داری یافته بود ]23[. 

نتایج این تحقیق با نتایج تحقیق حاضر درباره پروتئین AKT و 
mTOR در یک راستاست، زیرا در هر دو تحقیق محتوای پروتئین 
AKT افزایش معنی‌داری یافته است؛ اما تمرین‌های استقامتی 
نمی‌تواند سطوح پروتئین P70S6K1 را افزایش معنی‌دار دهد، 
بلکه همان‌طور که در تحقیق کازایور و همکاران مشاهده می‌شود، 
تمرین‌های استقامتی به کاهش این پروتئین منجر می‌شوند. با 
توجه به نتایج مطالعات گزارش‌شده به‌خوبی مشخص است مسیر 
فعال‌شدن AKT مسیر اصلی برای فعال‌کردن کمپلکس mTOR و 
سنتز پروتئین است؛ اما درباره پروتئین‌های پایین‌دست این مسیر 
که از دو طریق )پروتئین‌های P70S6K1 و 4E-BP1( به سنتز 

منجر می‌شود، دیدگاه‌های متفاوتی وجود دارد. 

در این راستا در تحقیق کامِرا23 و همکاران، سطوح پروتئین‌های 
فعالیت  نوع  از دو  و 4E-BP1 پس   AKT، mTOR، P70S6K1
دو  با هر  نتایج  اندازه‌‌گیری شد.  مقاومتی  و  استقامتی  ورزشی 
فعالیت ورزشی استقامتی و مقاومتی افزایش معنی‌داری را در 
ترئونین  فسفریلاسیون  جایگاه‌های  )در   AKT پروتئین  سطوح 
308 و سرین 473(، پروتئین mTOR )جایگاه فسفریلاسیون 
فسفریلاسیون 389(  )ترئونین   P70S6K1 پروتئین  و   )2448
نشان داد؛ اما سطوح پروتئین 4E-BP1 )جایگاه فسفریلاسیون 
ترئونین 37/46( در تمرین‌های استقامتی، اول کاهش و سپس 
افزایش چشمگیری را نشان داد و در تمرین‌های مقاومتی تفاوت 
معنی‌داری را نشان نداد. در مقابل سطوح پروتئین 4E-BP1 در 
جایگاه ترئونین 70 با تمرین‌های استقامتی کاهش و با تمرین‌های 

مقاومتی افزایش چشمگیری را نشان داد ]24[. 

 AKT نتایج تحقیق کامِرا و همکاران در محتوای پروتئین‌های
و mTOR افزایش معنی‌داری را نشان داد، که با نتایج مطالعه 
حاضر در یک راستاست؛ اما در محتوای پروئتین P70S6K1 این 
چنین نیست، زیرا در تحقیق حاضر افزایش معنی‌داری مشاهده 
نشد و گواه این مطلب است که ممکن است در طی انجام فعالیت 

22. Kazior
23. Camera

 4E-BP1 ورزشی، سنتز پروتئین از مسیر دیگری مانند پروتئین
صورت گیرد. ضمناً در هر دو تحقیق سطوح 4E-BP1 در جایگاه 

ترئونین 37/46 افزایش معنی‌داری یافته است. 

در تحقیقی دیگر فلیپ24 و همکاران تأثیر تمرین‌های استقامتی 
را بر سطوح پروتئین‌های mTOR و P70S6K1 و 4E-BP1 در 
سه زمان 30 دقیقه، 3 و 6 ساعت بعد از فعالیت ورزشی بررسی 
کردند. محتوای تام و فسفریلاسیون پروتئین mTOR )جایگاه 
نداد.  نشان  زمان  سه  در  را  معنی‌داری  تفاوت   )2448 سرین 
محتوای پروتئین‌های P70S6K1 )جایگاه فسفریلاسیون ترئونین 
389( و 4E-BP1 )جایگاه فسفریلاسیون ترئونین 37/46( در هر 
سه زمان کاهش معنی‌داری را نشان داد. محققان این پژوهش به 
این نتیجه رسیدند که تمرین‌های استقامتی برای سنتز پروتئین 
این‌گونه تمرینات  از طریق مسیر mTORC1 عمل نمی‌کند و 

مسیر mTORC1 را غیرفعال می‌کند ]25[.

 همچنین در تحقیق دیگری مشاهده شد که سطوح پروتئین 
 .]26[ دارد  کاهش  به  تمایل  استقامتی  تمرین‌های  با   4E-BP1
پروتئین 4E-BP1 یک تنظیم‌گر منفی پروتئین eIF4E است که 
بالقوه‌ای در ترجمه پروتئین است ]eIF4E .]27 توسط  میانجی 
فسفریلاسیون و همچنین جداسازی آن توسط پروتئین‌های متصل 
 4E-BP1 بازدارنده پروتئین‌  تنظیم می‌شود.   eIF4E 4E-BPs به
4E- متصل می‌شود؛ بنابراین eIF4G به پروتئین ،eIF4E علاوه بر

BP1 با eIF4G برای اتصال به جایگاه‌های مشابه در eIF4E رقابت 
می‌کند و درنتیجه از تولید کمپلکس eIF4F جلوگیری می‌کند 
به   mTORC1 درنتیجه  می‌شود.  منجر  ترجمه  مهار شروع  به  و 
منجر  باقی‌مانده  پیش‌برنده‌های25  در   4E-BP1 فسفریله‌شدن 
می‌شود که باعث تفکیک eIF4E از 4E-BP1 و درنتیجه کاهش 
اثر مهاری 4E-BP1 بر eIF4E وابسته به شروع ترجمه می‌شود.]6[

درنهایت، نتایج تحقیق حاضر در طول 8 هفته فعالیت ورزشی 
استقامتی توانست آبشار سیگنالینگ AKT1/mTOR/4E-BP1 در 
مسیر نشانه‌پردازی mTORC1 را در آزمودنی‌های مبتلا به دیابت 
نوع 2 فعال کند؛ بنابراین با توجه به نتایج این مطالعه فعالیت 
 mTORC1 ورزشی استقامتی به سنتز پروتئین از طریق مسیر
منجر شده است. این ممکن است به دلیل شرایط برنامه ورزشی 
باشد؛  ورزشی  فعالیت  مدت‌زمان  یا  شدت  حیث  از  انجام‌شده 
بنابراین، با توجه به نتایج تحقیق حاضر برای سنتز پروتئین و یا 
هیپرتروفی عضلانی برای افراد دیابت نوع 2 باید برنامه تمرینی با 
شدت، مدت زمان و نوع )مثلًا ترکیبی از فعالیت ورزشی استقامتی 

و مقاومتی( مناسبی در نظر گرفته شود.

24. Philp
25. Promoter
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