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Background The FOXO3a/Beclin-1 pathway is an important pathway in autophagy that can be impaired 
in diabetic patients who are prone to cardiomyopathy.
Objective The aim of this study was to investigate the effect of an 8-week endurance training program 
on the content of FOXO3a and Beclin-1 proteins in the heart muscle tissue of rats with type 2 diabetes.
Methods This experimental study was conducted on 12 male two-month-old Sprague Dawley rats with 
a mean weight of 270±20 g. After diabetic induction by streptozotocin and nicotinamide, rats were 
randomly assigned into two groups of diabetic-exercise (n=6) and diabetic-control (n=6). The diabetic-
exercise group received intervention 4 days per week, each session for 42 minutes at a speed of 10-30 
m/m for 8 weeks, while the control group received no any training program. The rats did not receive any 
insulin treatment during the study. Collected data were analyzed using independent t-test at a signifi-
cance level of P≤0.05.
Findings No significant changes were observed in the content of FOXO3a (P=0.12) and Beclin-1 (P=0.34) 
proteins in the training group compared to the control group after intervention.
Conclusion The endurance training can not affect the content of FOXO3a and Beclin-1 proteins. There-
fore, it seems that endurance training may not affect autophagy signaling in the heart muscle of type 2 
diabetic patients.
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Extended Abstract

1. Introduction

iabetic cardiomyopathy is one of the most 
important complications of type 2 diabe-
tes, which is known as a specific disease of 
the heart muscle [5]. Diabetic cardiomy-
opathy predisposes cardiac muscle cells 

to cell death and eventually causes muscle contraction 
[6]. Autophagy is a process to maintain cellular survival 

through which cytoplasmic components are destroyed. 
Autophagy is responsible for recycling macromolecules 
to generate energy and renewal within the cell [8]. De-
fects in autophagy process can cause numerous diseases, 
including diabetes, cancer, neurological problems, infec-
tion, and aging [9]. Forkhead Box class O (FOXO) fam-
ily member proteins such as FOXO3a are involved in 
autophagy promotion. FOXO3a, by activating proteins 
such as Beclin-1, can cause autophagy and apoptosis. 
Thus, this interaction may be an important mechanism 
in regulation of both autophagy and apoptosis [11]. By 
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regulating autophagy and apoptosis, Beclin-1 protein 
plays an important role as a "cell death pathway" [13].

Exercise is one of the important ways for the prevention 
and treatment of heart disease. It has a positive effect on the 
physiology and morphology of the heart tissue [14]. Cellu-
lar adaptation to physical activity can be related to cellular 
and molecular factors and cause cardiac growth by inducing 
hypertrophy and cardiomyocyte remodeling [15]. Autoph-
agy during exercise can limit tissue damage, restore tissue 
integrity, terminate inflammatory responses, and generate 
direct signals for adaptation [16].There are limited number 
of studies on the cellular mechanism, autophagy, especially 
the FOXO3a and Beclin-1 proteins pathway, in patients 
with type 2 diabetic who are susceptible to cardiomyopathy 
and myocyte necrosis. The aim of this study was to inves-
tigate the effect of a 8-week endurance training program 
on the content of FOXO3a and Beclin-1 proteins in heart 
muscle tissue of Sprague-Dawley rats with type 2 diabetes.

2. Materials and Methods

The present study is an experimental/fundamental re-
search conducted on twelve male 2-month-old Sprague 
Dawley rats with a mean weight of 270±20 g. To induce 
the type 2 diabetes in rats, streptozotocin was injected intra-
peritoneally once at a dose of 60 mg/kg body weight, after 
15 minutes of nicotinamide injection at a dose of 110 mg/
kg body weight [19]. To ensure that the animals were dia-
betic, their blood glucose level was measured 72 hours after 
injection, and the glucose level of 130-260 mg/dl was con-
sidered as diagnostic criterion for type 2 diabetes [20]. One 
week after induction of diabetes, the rats were randomly 
divided into two groups of diabetic- exercise (n=6) and dia-
betic control (n=6).

The exercise group received intervention for 8 weeks, 4 
sessions per week. Each session, they ran for 42 minutes 
on a treadmill, which included 6-min warm up (at a speed 
of 10-12 m/min), 30-min endurance training (at an intensity 
of about 50-70% of maximum heart rate and a speed of 10-
30 m/min) and 6-min cooling down (at a speed of 10-12 
m/min). The treadmill incline was at zero degree and did 
not change for 8 weeks [21]. During this period, the control 
group received no any training program. The study rats did 
not have any insulin therapy during the study period. To 
eliminate the acute effects of exercise and the uncontrol-
lable stressors in subjects during the exercise intervention, 
they were anesthetized based on ethical principles 24 hours 
after the last training session by intraperitoneal injection of 
Ketamine/Xylazine combination. Then, the heart muscle 
tissue was removed from the body, washed in physiological 

saline, and immediately frozen with nitrogen and kept at 
80°C for future analysis.

The variables of research were measured using western 
blot method. Proteins were measured by a chemical re-
action (Chemiluminescence) and visualized using x-ray 
film. Densitometric analysis was conducted in ImageJ v. 
112.0.8.1 software, and the results were normalized to in-
trinsic control protein (β-actin) in multiples control groups 
[24]. For statistical analysis in SPSS V. 19 software, first 
the Kolmogorov-Smirnov test (KS) was used to determine 
the normality of data distribution. Since the distribution 
was normal, independent t-test was used for comparing the 
study groups. The significance level was set as P≤0.05.

3. Results

The results showed that after 8 weeks of endurance train-
ing, there was no significant change in FOXO3a protein 
content between study groups (P=0.12) (Figure 1, A and B). 
The endurance training intervention could not significantly 
decrease the Beclin-1 protein content in cardiac muscle tis-
sue (P=0.34) among study groups (Figure 2, A and B).

4. Discussion

Marfe et al. (2012) showed a decrease in FOXO3a tran-
scription after a prolonged period of physical activity, lead-
ing to helplessness in heart and skeletal muscle tissue rats 
[17]. Brandt et al. (2018) showed that moderate-intensity 
cycling training significantly increased Beclin-1 protein 
content immediately and after exercise compared its con-
tent before exercise [18]. These are consistent with our 
results. Overall, the results of this study showed that en-
durance training can not significantly change the content 
of FOXO3a and Beclin-1 proteins. Therefore, it seems that 
endurance training may not affect autophagy in the heart 
muscle of type 2 diabetic subjects. It is necessary to pay 
attention to the characteristics of exercise (such as intensity, 
duration and type) to optimally modify the autophagy sig-
naling in the heart muscle. Further studies should be con-
ducted in this area.
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تأثیر هشت هفته تمرین استقامتی بر محتوای پروتئین های FOXO3a و Beclin-1 در بافت عضله 
قلب موش های صحرایی نر مبتلا به دیابت نوع 2

زمینه مسیر FOXO3a / Beclin-1 از مسیرهای مهم در مرگ سلول است و می تواند در بیماران دیابتی که مستعد کاردیومیوپاتی دیابتی 
هستند دچار اختلال شود.

هدف هدف از این مطالعه، بررسی تأثیر هشت هفته تمرین استقامتی بر محتوای پروتئین های FOXO3a و Beclin-1 در بافت عضله قلب 
موش های صحرایی نر نژاد اسپراگوداولی مبتلا به دیابت نوع 2 بود.

مواد و روش ها در این مطالعه تجربی، 12 سر موش صحرایی نر دوماهه از نژاد اسپراگوداولی با میانگین وزنی 20±270 گرم انتخاب و پس 
از دیابتی شدن از طریق القای استرپتوزوتوسین و نیکوتین آمید به روش تصادفی به 2 گروه، مداخله و شاهد )هر گروه شش سر( تقسیم 
شدند. گروه مداخله چهار روز در هفته به مدت هشت هفته به تمرین استقامتی مطابق با برنامه تمرینی )هر جلسه 42 دقیقه، سرعت 
بین 10 تا 30 متر بر دقیقه( پرداختند؛ در حالی که گروه شاهد هیچ گونه برنامه تمرینی نداشتند. همچنین موش های صحرایی هیچ گونه 

درمانی با انسولین را در طول دوره پژوهش نداشتند. برای تجزیه  و تحلیل داده ها از آزمون تی مستقل استفاده شد. 
یافته ها تغییر معنی داری در محتوای پروتئین های P=0/12( FOXO3a( و Beclin-1 )P=0/34( در گروه  مداخله نسبت به گروه شاهد 

مشاهده نشد.
نتیجه گیری نتایج نشان دادند که تمرین استقامتی بر محتوای پروتئین های FOXO3a وBeclin-1  تأثیری ندارد. بنابراین، به نظر می رسد 

که تمرین استقامتی نمی تواند بر اتوفاژی در عضله قلب آزمودنی های مبتلا به دیابت نوع 2 تأثیری داشته باشد.

کلیدواژه ها: 
تمرین استقامتی، 

عضله قلب، پروتئین 
Beclin-1، پروتئین 

FOXO3a، دیابت نوع 2
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مقدمه

دیابت شیرین یکی از بیماری های مزمن و گسترده در سراسر 
جهان است که به سرعت و به طور قابل توجهی در حال افزایش 
است. با توجه به گزارش سازمان جهانی بهداشت، دیابت هفتمین 
علت مرگ در سال 2030 خواهد بود ]1[. 90 درصد افراد مبتلا 
به دیابت در سراسر جهان مبتلا به دیابت نوع 2 هستند؛ درنتیجه 
در بدن انسولین کافی تولید نمی شود یا سلول های بدن انسولین 
پاسخ  بین  تعادل  عدم  نتیجه  نمی دهند.  تشخیص  را  تولید شده 
انسولین و تولید انسولین منجر به هیپرگلیسمی )یا سطح گلوکز 
به بسیاری  بالا در خون( می شود. هیپرگلیسمی درنهایت منجر 
از بیماری های سیستمیک مانند نوروپاتی، نفروپاتی، رتینوپاتی و 

بیماری های قلبی عروقی می شود ]2[.

افراد  در  مرگ و میر  علت  شایع ترین  قلبی عروقی  بیماری های 
مبتلا به دیابت نوع 2 است. 60 درصد مرگ و میر افراد مبتلا به 
دیابت نوع 2 ناشی از عوارض قلبی عروقی است. این شیوع نارسایی 
از  درک  عدم  دلیل  به  عمدتاً  که  است  مرتبط   2 نوع  دیابت  به 
پیشرفت  در  فیزیولوژیک درگیر  و  پاتوفیزیولوژیک  مکانیسم های 
کاردیومیوپاتی دیابتی است ]4 ،3[. کاردیومیوپاتی دیابتی یکي 
از دیابت نوع 2 است. کاردیومیوپاتي  ناشي  از مهم ترین عوارض 
این عارضه  بیماري ویژه  عضله  قلب می دانند ]5[. در  را  دیابتي 
انسولین،  میزان  و  پلاسما  گلوکز  در  غیرعادی  اختلال  هرگونه 
سلول هاي عضله  قلبي را مستعد مرگ سلولي مي کند و درنهایت 
موجب تغییر انقباضي عضلاني مي شود ]6[. برخی از بیماران مبتلا 
به دیابت از بیماری و سکته قلبی رنج می برند؛ این نکته اهمیت 
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درک و درمان کاردیومیوپاتی دیابتی را مشخص می کند ]7[. 

از  بقای سلول هاست که  برای حفظ  اتوفاژی فرایندی تکاملی 
طریق آن اجزای سیتوپلاسمی تخریب می شوند. اتوفاژی مسئول 
بازیافت ماکرومولکول ها برای تولید انرژی داخل سلولی و نوسازی 
به  اتوفاژی  که  است  شده  مشخص   .]8[ است  سلول  درون  در 
عنوان یک شمشیر دو لبه برای ترویج شخصیت بقا و یا فعال کردن 
مرگ سلولی عمل می کند. نقص در فرایند اتوفاژی منجر به بروز 
از جمله دیابت، سرطان، مشکلات عصبی،  از بیماری ها  بسیاری 

عفونت و پیری می شود ]9[.

مطالعات اخیر نشان داده اند که مهار اتوفاژی در قلب موش های 
دیابتی نوع 1 و 2 ممکن است به درمان کاردیومیوپاتی دیابتی کمک 
کند ]7[. بیماری های قلبی معمولاً با آسیب در بافت قلبی همراه 
است. مرگ سلولي ناشي از متابولیسم غیرطبیعي میوکارد، به عنوان 
علت اصلي کاردیومیوپاتي ها در نظر گرفته می شود. در این حالت 
سلول هاي عضله  قلب با هیپرتروفي و فیبروز جبراني به مقابله با 

کاهش بافت انقباضي ناشي از دیابت مي پردازند ]10[.

مکانیسم های  روشن شدن  برای  بی شماری  تلاش های  همه ساله 
از  بسیاری  بین  از  می شود.  انجام  قلبی  بیماری های  مولکولی 
خانواده  پروتئین های  قلبی،  بیماری های  در  درگیر  مولکول های 
FOXO و پروتئین Beclin-1 مورد توجه قرار گرفته اند ]12 ،11[. 
 FOXO شواهد اخیر نشان داده است که اعضای خانواده پروتئین های
این  دارند.  نقش  اتوفاژی  ترویج  در   FOXO3a و   FOXO1 مانند 
خانواده )FOXO3a( با فعال کردن پروتئین های دیگر، مانند پروتئین 
Beclin-1 منجر به اتوفاژی و مرگ سلولی1 می شوند. در این مسیر 
 BNIP3 با فعال کردن پروتئین  های FOXO3a سیگنالینگ پروتئین
و Bcl-2 منجر به فعال کردن پروتئین Beclin-1 می شود؛ بنابراین 
این تعامل ممکن است یک مکانیسم مهم در تنظیم هر دو اتوفاژی 
و آپوپتوز باشد ]11[. پروتئین Beclin-1 یک مولکول کلیدی در 
مکانیسم های  توسط  آن  فعالیت  است؛  اتوفاژی  فعالیت  کنترل 
متعددی از جمله اصلاح پس از ترجمه، تعامل پروتئین با پروتئین و 
Be-  محلی سازی درون سلولی تنظیم می شود. با این حال، پروتئین

clin-1 با تنظیم اتوفاژی و آپوپتوز نقش مهمی را به عنوان »چهارراه 
مرگ سلولی« ایفا می کند ]13[.

فعالیت ورزشی یکی از روش های مهم برای پیشگیری و درمان 
تأثیر  موجب  می تواند  تمرین  و  ورزش  است.  قلبی  بیماری های 
مثبت بر فیزیولوژی و مورفولوژی2 بافت قلب شود ]14[. فعالیت 
ورزشی موجب کاهش عوامل خطرزای قلبی، جلوگیري از تخریب 
میوکارد و افزایش عملکرد قلب مي شود. سازگاري سلولي با فعالیت 
بدني مي تواند به عوامل سلولی و مولکولی مربوط باشد و با ایجاد 
قلبي شود  به رشد  منجر  کاردیومیوسیت ها  تجدید  و  هیپرتروفی 

1. Apoptosis
2. Morphologie

]15[. اتوفاژی طی تمرین ورزشی برای محدود کردن آسیب بافتی 
و بازگرداندن یکپارچگی بافت، موجب خاتمه دادن پاسخ های التهابی 
برای سازگاری می شود. مسیرهای  ایجاد سیگنال های مستقیم  و 
اتوفاژی توسط پروتئین های تغییریافته / اندامک با هدف حفظ و 

بازیافت منابع سلولی فعال می شوند ]16[.

در تحقیقی مارفی3 و همکاران، پس از یک دوره فعالیت بدني 
طولاني مدت تا رسیدن به درماندگي در بافت عضله قلب و اسکلتي 
موش ها، کاهش رونویسی FOXO3a مشاهده شد ]17[. در تحقیقی 
نشانگر  در  ورزشی  تمرینات  تأثیر  بررسی  به  همکاران  و  برندت4 
پرداختند.  انسان  اسکلتی  )پروتئین Beclin-1( در عضله  اتوفاژی 
هشت هفته تمرین به صورت دوچرخه سواری مداوم با شدت متوسط 
)به مدت 60 دقیقه در روز( و دوچرخه سواری با شدت متوسط همراه 
با 30 ثانیه سرعت )به ازای هر 10 دقیقه تمرین با شدت متوسط، 30 
Be-  ثانیه تمرین با سرعت بالا انجام می شد( بود. محتوای پروتئین

clin-1 در زمان قبل، شروع و پایان تمرینات ورزشی اندازه گیری شد. 
در گروه تمرینات دوچرخه سواری مداوم با شدت متوسط، محتوای 
پروتئین Beclin-1 در زمان شروع و پایان تمرین ورزشی نسبت به 
زمان قبل از تمرین ورزشی افزایش معنی داری نشان داد، اما در گروه 
تمرین دوچرخه سواری با شدت متوسط همراه با 30 ثانیه سرعت، 
تغییر معنی داری در محتوای پروتئین Beclin-1 مشاهده نشد ]18[.

اتوفاژی  مسیر  تنظیم  در   Beclin-1 و   FOXO3a پروتئین های 
نقش مهمی را ایفا می کنند. از طرفی دیگر بیماران دیابتی مستعد 
عارضه کاردیومیوپاتی و مرگ سلولی در قلب خود هستند؛ بنابراین، 
تمرینات ورزشی می تواند عامل غیردارویی مهمی به عنوان یک عامل 
محافظتی براي قلب بیماران دیابتی باشد. تحقیقات بسیار کمی، 
نقش مکانیسم سلولی اتوفاژی را در قلب افراد دیابتی نوع 2 بررسی 
کرده اند؛ بنابراین، هدف از تحقیق حاضر، بررسی تأثیر هشت هفته 
تمرین استقامتی بر محتوای پروتئین های FOXO3a و Beclin-1 در 
بافت عضله قلب موش های صحرایی نر نژاد اسپراگوداولی مبتلا به 

دیابت نوع 2 بود.

مواد و روش ها

بنیادی است که به صورت گروه  از نوع تجربی  پژوهش حاضر 
تمرین و شاهد انجام گرفت؛ در این پژوهش، 12 سر موش صحرایی 
نر دوماهه از نژاد اسپراگو داولی با میانگین وزن 20±270 گرم انتخاب 
شدند. موش های صحرایی در حیوان خانه دانشگاه علوم پزشکی شیراز 
با دمای 2±22 درجه سانتی گراد، رطوبت 40 تا 50 درصد و چرخه 
تاریکی روشنایی 12-12 نگهداری شدند. غذای حیوانات به صورت 
آزادانه و طبق استاندارد مخصوص حیوانات آزمایشگاهی از دانشگاه 
علوم پزشکی شیراز تهیه شد. همچنین آب مورد نیاز حیوانات به 
صورت آزاد در بطری 500 میلی لیتری ویژه  حیوانات آزمایشگاهی، 

3. Marfe
4. Brandt
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در اختیار آن ها قرار داده شد. اصول اخلاقی مطالعه مطابق با اصول 
کار با حیوانات آزمایشگاهی مصوب دانشگاه علوم پزشکی شیراز مورد 

توجه قرار گرفت.

در هفته دهم بعد از به وزن رسیدن موش ها برای ایجاد دیابت 
در موش های صحرایی، محلول استرپتوزوتوسین5 )حل شده در بافر 
سیترات 0/1 مولار با pH=4/5( به صورت داخل صفاقی و فقط یک 
مرتبه با دُز 60 میلی گرم به ازای هر کیلوگرم از وزن بدن بعد از 15 
دقیقه تزریق نیکوتین آمید با دُز 110 میلی گرم به ازای هر کیلوگرم 
از وزن بدن تزریق شد ]19[. جهت اطمینان از دیابتی شدن موش ها، 
قند خون آن ها 72 ساعت پس از تزریق با کمک گلوکومتر و نمونه 
خونی گرفته شده از سیاهرگ دمی اندازه گیری شد. قند خون بالای 
130 میلی گرم بر دسی لیتر به عنوان شاخص دیابتی شدن در نظر 

گرفته شد ]20[.

پس از القای دیابت، موش های صحرایی به روش تصادفی به دو 
گروه: مداخله و شاهد تقسیم شدند )هر گروه شش سر(. موش های 
گروه های مداخله برای آشنایی با نوارگردان6 به مدت یک هفته با 
سرعت 5 تا 10 متر بر دقیقه، روی نوارگردان دویدند. برنامه گروه 
مداخله به مدت هشت هفته و هر هفته چهار جلسه بود. موش های 
گروه مداخله در شروع هر جلسه با سرعتی حدود 10 تا 12 متر 
بر دقیقه بدنشان را گرم کردند. سپس برنامه تمرینی اصلی شامل 
30 دقیقه تمرین تداومی با شدتی حدود 50 تا 70 درصد حداکثر 
سرعت انجام شد. در پایان هر جلسه نیز موش ها با سرعتی حدود 
10 تا 12 متر بر دقیقه بدنشان را سرد کردند. کل مدت زمان دویدن 
موش های صحرایی در هر جلسه بر روی نوارگردان 42 دقیقه بود. 
شیب نوارگردان صفر درجه بود و در هشت هفته تغییری نداشت 
]21[. در این مدت، گروه شاهد هیچ گونه برنامه تمرینی نداشتند. 
همچنین موش های صحرایی هیچ گونه درمانی با انسولین را در طول 

دوره پژوهش نداشتند.

آزمون اندازه گیری حداکثر سرعت با سرعت پنج متر در دقیقه 
شروع و هر سه دقیقه سرعت تردمیل پنج متر در دقیقه افزایش 
یافت تا موش های صحرایی به خستگی )چسبیدن موش ها به انتهای 
تردمیل( برسند. سرعتی که در آن موش های صحرایی به خستگی 

رسیدند، به عنوان حداکثر سرعت در نظر گرفته شد ]22[.

برای از بین بردن آثار حاد تمرین و متغیرهای غیرقابل کنترل 
استرس آزمودنی ها در زمان اجرای برنامه تمرینی، بعد از 24 ساعت 
و  اخلاقی  اصول  رعایت  با  موش ها  تمرین،  جلسه  آخرین  از  پس 
با تزریق درون صفاقی ترکیبی از کتامین )30 تا 50 میلی گرم بر 
کیلوگرم وزن بدن( و زایلازین )3 تا 5 میلی گرم بر کیلوگرم وزن 
بدن(، بیهوش شدند. سپس بافت عضله قلبی از بدن حیوان برداشته 
شد و در سرم فیزیولوژیک شست وشو شد و بلافاصله با استفاده از 

5. Streptozotocin (STZ)
6. Treadmill

مایع ازت منجمد شد و برای سنجش های بعدی با دمای منهای 80 
درجه سانتی گراد فریزر شد ]23[.

با استفاده از روش آزمایشگاهی وسترن بلات متغیرهای پژوهش 
بافر  از  قلب  بافت  پروتئین های  استخراج  برای  شدند.  اندازه گیری 
7RIPA حاوی 0/05 میلی مولار بافر تریسpH=8( 8(، 150 میلی مولار 
کلرید سدیم، 0/01 درصد اتیلن گلیکول تترااستیک اسید9 و یک 
درصد سدیم دودسیل سولفات10 به اضافه 0/1 درصد آنتی پروتئاز 
کوکتیل )ساخت شرکت سیگما11( استفاده شد. به این ترتیب که 
آنتی پروتئاز  حاوی  بافر  میکرولیتر  در 500  بافت  میلی گرم   100
نیم ساعت در دمای چهار  توسط یک هموژنایزر دستی هموژن و 
درجه  سانتی گراد گذاشته شد. سپس در یک سانتریفیوژ یخچال دار 
)bo, sw14rfroil( در دور 12 هزار و چهار درجه  سانتی گراد و به 
مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ شد؛ سپس مایع رویی جمع آوری شد و 
غلظت پروتئین آن با کیت تعیین کننده  پروتئین )Bio-Rad، ساخت 
آمریکا( در طول موج 595 نانومتر اندازه گیری شد. درنهایت در 20 
درجه زیر صفر نگهداری شد، سپس هموژن به دست آمده به نسبت 
دو  هیدروژن،  کلرید  تریس   mM50( بافر  لودینگ  نمونه  با   1:1
درصد سدیم دو دسیل سولفات، 10 درصد گلیسرول، پنج درصد بتا 

مرکاپتواتانول و 0/005 درصد برموفنول آبی( مخلوط شد. 

تمام  تا  شد  جوشانده  دقیقه  پنج  مدت  به  نمونه ها  ادامه،  در 
پروتئین ها کاملًا دناتوره شوند. پروتئین ها با استفاده از الکتروفورز 
ژل SDS-Polyacrylamide جدا و به غشای نیترو سلولز منتقل 
شدند. غشا به مدت یک ساعت در پنج درصد سرم آلبومین گاوی12 
در بافر تریس سالین13 و 0/1 درصد بافر تریس سالین توئین 20 14 
انکوباسیون در  انکوبه شد.  اولیه )500:1(  آنتی بادی  مسدود و در 
آنتی بادی ثانویه روز بعد به مدت یک ساعت در دمای اتاق در چهار 
درصد TBST انجام شد. پروتئین ها )بعد از یک واکنش شیمیایی 
 Image لومینسانس15 و تجزیه و تحلیل چگالی سنجی16( با نرم افزار
J )نسخه 1/8/0_112( اندازه گیری شدند. آنتی بادی اولیه  و ثانویه 
 anti-Beclin-1 )E-8( و   anti-FOXO3a )DP-12( )sc-48348(
)Sc-48341( )شرکت سانتاکروز ساخت کشور آمریکا( مورد استفاده 

قرار گرفتند ]24[.

از آزمون کولموگروف اسمیرنوف17 برای تعیین نرمالیتی توزیع 
داده ها استفاده شد و باتوجه به نرمال بودن توزیع داده ها در متغیر ها، 
از آزمون پارامتریک تی مستقل برای مقایسه بین گروهی استفاده شد. 

7. Radioimmunoprecipitation Assay Buffer
8. Tris
9. Ethylene Glycol Tetraacetic Acid (EGTA)
10. Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
11. Sigma
12. Bovine Serum Albumin (BSA)
13. Tris-Buffered Saline
14. Tris-Buffered Saline-Tween (TBST)
15. Chemiluminescence (ECL)
16. Densitometry
17. Kolmogorov–Smirnov test (KS)
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تجزیه و تحلیل داده ها با استفاده از نرم افزار SPSS نسخه 19 انجام 
گرفت. سطح معنی داری P≤0/05 در نظر گرفته شد.

یافته ها

در  معنی داری  تغییر  استقامتی،  تمرین  هفته  هشت  دنبال  به 
محتوای پروتئین FOXO3a بین گروه های مداخله و شاهد در بافت 
 .)B و A ،1 شکل شماره( )P=0/12( عضله قلبی وجود نداشت
همچنین، هشت هفته تمرین استقامتی منجر به کاهش معنی داری 
در محتوای پروتئین Beclin-1 بین گروه های مداخله و شاهد در 

.)B و A ،2 شکل شماره( )P=0/34( بافت عضله قلبی نشد

بحث و نتیجه گیری

مطالعه حاضر نشان داد که هشت هفته تمرین استقامتی منجر به 
 Beclin-1 و FOXO3a تغییر معنی داری در محتوای پروتئین های

گروه مداخله نسبت به گروه شاهد نشد. 

با وجود گذشت چند دهه از تلاش های دارویی و بالینی پی درپی به 
منظور توسعه راهبردهای درمانی در برابر بیماری های قلبی، محققان 
به تأثیر فعالیت های ورزشی در بیماران قلبی عروقی روی آورده اند 
]14[. تمرین استقامتی، به عنوان یک درمان غیردارویی، منجر به 
بهبود عوارض مرگ و میر ناشی از مشکلات قلبی می شود؛ این نوع 
تمرینات ورزشی باعث بهبود عملکرد انقباضی قلب و هموستاز سلولی 
و محافظت از قلب در برابر طیف گسترده ای از بیماری های قلبی 

می شود ]26 ،25[. 

Be- و FOXO3a  تحقیقات بسیار اندکی محتوای پروتئین های
clin-1 را در آزمودنی های دیابتی که مستعد کاردیومیوپاتی دیابتی 
و مرگ سلول عضله قلبی هستند، بررسی کرده اند. بر اساس شواهد 
به درستی  اتوفاژی  فرایند  روی  بر  ورزشی  تمرینات  ماهیت  هنوز 
مشخص نشده است. با وجود این، در تحقیقی مک میلان18 و همکاران 
 FOXO3a به بررسی تأثیر تمرین استقامتی بر روی پروتئین های
و Beclin-1 در عضله قلب موش های صحرایی پرداختند. تمرین 
ورزشی شامل دویدن موش ها بر روی تردمیل به مدت شش هفته 
و پنج روز در هفته صورت گرفت. سرعت نهایی 21 متر بر دقیقه 
با مدت زمان 45 دقیقه بود. محتوای پروتئین  با شیب 45 درجه 
FOXO3a تغییر معنی داری را نشان نداد. همچنین، تغییر معنی داری 
در محتوای پروتئین Beclin-1 مشاهده نشد. نتایج تحقیق آن ها با 
نتایج تحقیق حاضر در یک راستاست؛ زیرا در هر دو تحقیق محتوای 
نشان  را  معنی داری  تغییر   Beclin-1 و   FOXO3a پروتئین های 
نداده است ]27[. بنابراین، می توان نتیجه گرفت که احتمالاً تمرین 
 Beclin-1 و FOXO3a استقامتی نمی تواند بر محتوای پروتئین های

تأثیری داشته باشد.

ظرفیت  دارای  و  متفاوت  سلول های  قلب  میوسیت های 
بازسازی کننده بسیار محدودی هستند؛ بنابراین حفظ میوسیت های 
قلب بالغ در سراسر طول عمر فرد به طور قابل توجهی به زندگی 
برای  ضروری  فرایند  یک  اتوفاژی   .]7،  10[ می کند  کمک  سالم 
عملکرد طبیعی قلب است. بنابراین، تنظیم فرایند اتوفاژی از طریق 
فعالیت های ورزشی می تواند یک روش درمانی مفید باشد. البته این 

18. McMillan
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شکل 1. مقایسه محتوای پروتئین  FOXO3a در گروه های مورد مطالعه.
A: تصاویر وسترن بلات پروتئین  FOXO3a و بتا اکتین به عنوان کنترل داخلی 

در بافت عضله قلب. 
B: میانگین و انحراف معیار، نشان دهنده مقادیر کمی شده باندهای پروتئین  
FOXO3a در مقابل کنترل داخلی )بتا اکتین( که به صورت چند برابر گروه 

شاهد ارائه شده است.

مداخله

مداخله

شاهد

شاهد

شکل 2. مقایسه محتوای پروتئین  Beclin-1 در گروه های مورد مطالعه.
A: تصاویر وسترن بلات پروتئین  Beclin-1 و بتا اکتین به عنوان کنترل داخلی 

در بافت عضله قلب. 
B: میانگین و انحراف معیار، نشان دهنده مقادیر کمی شده باندهای پروتئین  
Beclin-1 در مقابل کنترل داخلی )بتا-اکتین( که به صورت چند برابر گروه 

شاهد ارائه شده است.

مداخله

مداخله

شاهد

شاهد
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فرضیه نیز وجود دارد که تمرین ورزشی استقامتی منجر به اتوفاژی، 
را  آن ها  که  قلب می شود  درون  میتوفاژی  و  میتوکندری  اتوفاژی 
اتوفاژی قلبی ناشی از فعالیت ورزشی19 و میتوفاژی قلبی ناشی از 
فعالیت ورزشی20 می نامند. با وجود این، محققان می گویند این نوع 
اتوفاژی از طریق تمرین ورزشی استقامتی می تواند منجر به مساعدت 
محیط سلولی شود و سلول های قلبی را در برابر تنش هایی مانند 

ایسکمی و صدمات قلبی محافظت کند ]28[. 

که  است  اتوفاژی  مهم  مسیرهای  از   Beclin-1 مستقل  مسیر 
پروتئین های متعددی در تنظیم آن نقش دارند ]29[. همچنین 
شواهد نشان می دهد که Beclin-1 ممکن است یک جزء ضروری 
در اتوفاژی نباشد. در این راستا نتایج یک مطالعه نشان داده است 
که با وجود کاهش محتوای Beclin-1 در طی یک جلسه تمرین 
استقامتی، این نوع تمرین منجر به ترویج اتوفاژی در قلب موش ها 

می شود ]30[. 

 FOXO3a در تحقیق لی21 و همکاران، محتوای پروتئین های
و Beclin-1 به دنبال یک جلسه تمرین استقامتی شامل دویدن 
متر  با سرعت 12  دقیقه  مدت 60  به  تردمیل  روی  بر  موش ها 
بر دقیقه با شیب صفر درجه، منجر به کاهش معنی دار محتوای 
پروتئین  Beclin-1 شد؛ اما محتوای پروتئین  FOXO3a افزایش 
معنی داری یافته بود ]30[. این نتایج با نتایج مطالعه حاضر در یک 
راستا نیست. لی و همکاران در تحقیق خود به جای واژه اتوفاژی 
از واژه کینتوفاژی22 استفاده کردند که آن را اتوفاژی وابسته به 
نتایج  به  توجه  با  محققان  این  کرده اند.  تعریف  ورزشی  فعالیت 
مسیرهای  به  وابسته  را  متعددی  پروتئین های  که  خود  تحقیق 
مختلف اتوفاژی اندازه گیری کرده بودند متذکر این مطلب شدند 
که کینتوفاژی با توجه به کاهش پروتئین Beclin-1 که یکی از 
پروتئین های مهم در مسیر اتوفاژی است، اتفاق افتاد. در پاسخ به 
نتیجه گیری لی و همکاران می توان گفت که جواب در مسیرهای 
در  نقش مهمی  است که   mTOR قبیل مسیر  از  اتوفاژی،  دیگر 
تنظیم اتوفاژی دارد. پروتئین mTOR هسته مرکزی دو کمپلکس 
mTORC1 و mTORC2 است ]31[. این پروتئین در پایین دست 
با تنظیم پروتئین های  mTORC1 می تواند  از طریق مسیر  خود 
ULK1، ATG13 و FIP200 منجر به اتوفاژی شود ]32[. همچنین 
تنظیم  با  می تواند   mTORC2 مسیر  از طریق   mTOR پروتئین 

پروتئین FOXO3a منجر به مرگ سلولی شود ]33[. 

سنجش پروتئین های FOXO3a و Beclin-1 به تنهایي براي ارزیابي 
تغییرات قلبی در پاسخ به بیماری دیابت که منجر به کاردیومیوپاتی 
قلبی می شوند و همچنین در پاسخ به تمرین استقامتی کافي نیست 
و به نظر مي رسد که نقش سایر پروتئین هاي درگیر در فرایند اتوفاژی 

19. Exercise-Induced Cardiac Autophagy
20. Exercise-Induced Cardiac Mitophagy
21. Lee 
22. Kinetophagy

میوسیت ها قابل توجه باشند. همچنین در زمینه مرگ سلولي، سایر 
مکانیسم ها مانند نکروز و آپوپتوز نیز دخیل هستند ]34[.

به طور کلی نتایج تحقیق حاضر نشان داد که تمرین استقامتی 
Be- و FOXO3a منجر به تغییر معنی داری بر محتوای  پروتئین های

clin-1 نمی شود. به نظر می رسد برای تغییر بهینه در سیگنالینگ 
مانند  ورزشی  تمرین  به خصوصیات  باید  قلب،  عضله  در  اتوفاژی 
باید  این  وجود  با  کرد.  دقت  ورزشی  تمرین  نوع  و  مدت  شدت، 

تحقیقات بیشتری در این زمینه انجام شود.

ملاحظات اخلاقي
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