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Background The effects of exercise and stevia extract on diabetes-related indicators have been already 
reported, but their cardiac benefits on Type 1 Diabetes (T1D) are unclear.
Objective This study aims to evaluate the effect of eight weeks of endurance training and stevia sup-
plementation on gene expression levels of Atrial Natriuretic Peptide (ANP) and β-Myosin Heavy Chain 
(β-MHC) in the heart tissue of T1D rats. 
Methods In this experimental study, 25 rats with the average weight of 250-300 g were divided into five 
groups; healthy control, diabetic control, diabetic+supplementation, diabetic+training, and diabetic+trai
ning+supplementation. T1D was induced by intraperitoneal injection of streptozotocin (55 mg/kg/ body 
weight). Endurance training was performed 5 days a week at a speed of 20-30 meters per minute on a 
surface with a zero slope for 8 weeks. Stevia was gavaged in a dose of 250 mg/kg/body weight. Rats were 
slaughtered 48 hours after the last training session. Cardiac tissue was used to measure the parameters. 
The gene expression of ANP and b-MHC in cardiac tissue was measured by real-time Polymerase Chain 
Reaction (PCR) method. Data were analyzed by using one-way ANOVA and Bonferroni post hoc test.
Findings The gene expression levels of ANP and β-MHC were significantly higher in the diabetic control 
group compared to the healthy control group (P=0.001), and significantly lower in the diabetic+training 
and diabetic+training+supplementation groups compared to the diabetic control group (P=0.001).
Conclusion Endurance training and stevia supplementation can have beneficial effects on the heart of T1D rats.
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H
Extended Abstract

1. Introduction

eart disease is one of the main complica-
tions of Type 1 Diabetes (T1D). In pa-
tients with T1D, Atrial Natriuretic Peptide 
(ANP) level is elevated associated with 

concomitant microalbuminuria, poor glycemic control, 
hypertension, and increased risk of cardiovascular dis-
eases [5]. Myosins are a family of adenosine triphosphate-
dependent proteins that play a major role in skeletal and 
cardiac muscle contraction [9]. Two isoforms that are ex-
pressed in mammalian hearts are α-Myosin Heavy Chain 
(α-MHC) and β-Myosin Heavy Chain (β-MHC). Follow-
ing stressors such as diabetes and high blood pressure, the 
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alpha type is mainly converted to beta type. In people with 
heart failure, β-MHC expression is highly reduced [12]. 

The positive effects of regular exercise on various diseas-
es, including T1D have been already reported [13]. Effects 
of cardiac protection following voluntary physical activity 
on myosin heavy chain gene in elderly rats have also been 
reported [14]. However, increased and decreased ANP gene 
expression in cardiac tissue was reported in male Wistar 
rats after 8 weeks of resistance training [15] and 6 weeks of 
low-intensity periodic training [16], respectively.

The Stevia rebaudiana herbal plant as a sweet food ad-
ditive has many benefits for humans [17]. Stable effects 
with zero calories and the possibility of using it for diabetic 
patients are among the advantages of this plant [18]. There-
fore, the use of this natural sweetener in food products, es-
pecially for people with diabetes, has become very impor-
tant to be responsive to the desire in them to eat sweets [19]. 

Many studies have emphasized the effect of exercise ther-
apy on diabetics who are at risk for cardiovascular disease 
[20, 21]. However, studies on the effect of aerobic exercises 
and herbal supplements on gene expression of factors af-
fecting cardiac function are limited, especially in T1D 
subjects. Therefore, the present study aims to investigate 
the effect of eight weeks of endurance training and stevia 
supplementation on ANP and β-MHC gene expression in 
heart tissue of rats with T1D.

2. Materials and Methods

This is an experimental study conducted on 25 Wistar 
rats (weighting 250-300 g) prepared from the Islamic 
Azad University of Marvdasht Branch. They were di-
vided into five groups; healthy control, diabetic control, 
diabetic+supplementation, diabetic+training, and diabetic+
training+supplementation. Rats were given an intraperito-
neal injection of streptozotocin (55 mg/kg/body weight) to 
induce diabetes. Endurance training was performed 5 days 
a week at a speed of 20-30 meters per minute on a surface 
with a zero slope for 8 weeks. Stevia was gavaged in a dose 
of 250 mg/kg/body weight [22]. Rats were slaughtered 48 
hours after the last training session. Cardiac tissue was used 
to analyze the parameters. The gene expression of ANP and 
β-MHC in cardiac tissue was measured by real-time Poly-
merase Chain Reaction (PCR) method. Data were analyzed 
by one-way ANOVA and Bonferroni post hoc test consider-
ing a significance level of P<0.05.

3. Results

The results showed that the gene expression of ANP 
and β-MHC in the heart tissue of diabetic control rats 
were significantly higher than in the healthy control group 
(P=0.001). Endurance training and the combination of en-
durance training and stevia supplementation significantly 
reduced ANP and β-MHC levels in cardiac tissue of dia-
betic rats compared to the diabetic controls (P=0.001).

4. Discussion

The ANP changes during exercise depends on the amount 
of dopamine, intensity and duration of activity, the amount 
of catecholamines, body condition during exercise, and hy-
poxic conditions [23-25]. The main reason for ANP level 
increase may be the stretched cardiac muscle due to in-
creased atrial dimensions. During exercise, increase in the 
atrial dilatation may be due to central blood volume, in pro-
portion to which atrial pressure increases ANP [26]. There-
fore, exercise may reduce ANP level by modulating this 
pressure [27]. ANP levels in cardiac patients are high due to 
increased cardiac afterload. In the present study, endurance 
training reduced ANP gene expression in cardiac tissue of 
rats by reducing afterload. Regarding the mechanism of 
how endurance training affect β-MHC level in heart tissue, 
it has been shown that endurance training affect heart mass 
size and Pur and beta gene expression, and it seems that 
change in heart mass after endurance training is associated 
with MHC isoform expression [32]. 

Endurance training and the combination of endurance 
training and stevia supplementation may lead to significant 
reduction in β-MHC of T1D rats. Stevia has a variety of vi-
tamins, especially vitamins A and C, as well as many anti-
oxidant elements such as selenium, cobalt and chromium. It 
also contains protein, fiber, carbohydrates, phosphorus, iron, 
calcium and sodium [31]. It is possible that the dose of ste-
via supplementation may affect the results such that clearer 
results can be obtained by changing its dosage. There were 
some limitations in the present study, including the lack of 
dopamine and the catecholamines measurement. Endurance 
training and stevia supplementation are recommended due 
to its possible beneficial effects on the heart of T1D rats.
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تأثیر هشت هفته تمرین استقامتی و مکمل استویا بر بیان ژن ANP و b-MHC بافت قلب در 
موش‌های صحرایی دیابتی نوع 1

زمینه اثرات مفید فعالیت ورزشی و عصاره گیاه استویا بر بهبود شاخص‌های مرتبط با دیابت گزارش شده است. با این حال مزایای قلبی 
فعالیت ورزشی و عصاره گیاه استویا در دیابت نوع ۱ مشخص نیست.

هدف هدف از این تحقیق، تأثیر هشت هفته تمرین استقامتی و مکمل استویا بر بیان ژن ANP و b-MHC بافت قلب در موش‌های 
صحرایی دیابتی نوع ۱ بود. 

مواد و روش‌ها در این مطالعه تجربی، 25 سر موش صحرایی با میانگین وزن 250-300 گرم به پنج گروه کنترل سالم، کنترل دیابتی 
نوع 1، دیابتی نوع 1+استویا، دیابتی نوع 1+ تمرین استقامتی و دیابتی نوع 1+ تمرین استقامتی+استویا تقسیم شدند. موش‌های صحرایی 
با استفاده از استرپتوزوتوسین به صورت تک‌دُز 55 میلی‌گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن و به صورت درون‌صفاقی دیابتی نوع 1 شدند. 
تمرین استقامتی، پنج روز در هفته با سرعت 20 تا 30 متر بر دقیقه و شیب صفر درجه به مدت هشت هفته اجرا شد. دُز مصرفی استویا 
250 میلی‌گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن به صورت گاواژ بود. کشتار موش‌های صحرایی 48 ساعت بعد از آخرین جلسه تمرین انجام 
 Real Time PCR بافت قلب به روش b-MHC و ANP شد. بافت قلب برای آنالیز شاخص‌ها مورد استفاده قرار گرفت. بیان ژن‌های

اندازه‌گیری شد. جهت تجزیه و تحلیل داده‌ها از آزمون آنالیز واریانس یک‌طرفه و آزمون تعقیبی بونفرونی استفاده شد. 

یافته‌ها نتایج نشان داد که بیان ژن‌ ANP و b-MHC بافت قلب موش‌های صحرایی کنترل دیابتی نسبت به گروه کنترل سالم به‌ طور 
معنی‌داری بیشتر بود )P=0/001(. همچنین بیان ژن‌ ANP و b-MHC بافت قلب موش‌های صحرایی در گروه دیابتی نوع 1+تمرین 

.)P=0/001( استقامتی و دیابتی نوع 1+تمرین استقامتی+استویا نسبت به گروه دیابتی کنترل به ‌طور معنی‌داری کمتر بود

نتیجه‌گیری با توجه به نتایج، مداخله تمرین استقامتی و مکمل استویا می‌تواند مزایای قلبی برای موش‌های دیابتی نوع ۱ به 
همراه داشته باشد.

کلیدواژه‌ها: 
دیابت نوع 1، تمرین 
 ANP ،هوازی، استویا
b-MHC، بافت قلب
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مقدمه 

میوسیت‌های  از  عمدتاً  دهلیزی1  سدیم  دفع‌کننده  پپتید 
دهلیزی در پاسخ به کشش دهلیزی ترشح می‌شود، دفع سدیم 
آب  و  دفع سدیم  افزایش  با  و  تنظیم می‌کند  را  کلیه  از  آب  و 
فشار خون سیستمیک را کاهش می‌دهد ]1[. این هورمون اثرات 
خود را مستقیماً در سیستم کلیوی و قلبی‌عروقی و همچنین از 
طریق مهار سیستم رنین ـ آنژیوتانسین ـ آلدوسترون‌2 و فعالیت 
سمپاتیک اعمال می‌کند و با القای مدولاسیون اندوتلیال، باعث 
فیلتراسیون  و  کلیوی  خون  جریان  افزایش  عروق،  شدن  گشاد 

1. Atrial Natriuretic Peptide (ANP) 
2. Renin - Angiotensin System (RAAS)

 ،ANP گلومرولی می‌شود [3 ،2]. با وجود عمل هورمونی مفید
غلظت‌های بالای آن ممکن است منعکس‌کننده حساسیت‌پذیری 
کم یا افزایش رها شدن آن به دلیل بیماری قلبی باشد و تا حدودی 
توضیح می‌دهد که چرا غلظت‌های بالاتر با پیامدهای بدتر همراه 
است ]4[. بیماری قلبی ناشی از دیابت، یکی از عوارض اصلی دیابت 
نوع 1 است. در بیماران مبتلا به دیابت نوع 1، غلظت ANP بالا 
می‌رود و با میکروآلبومینوری هم‌زمان، کنترل ضعیف گلیسمی، 
فشار خون بالا و افزایش خطر بروز حوادث قلبی‌عروقی همراه است 
]5[. علاوه بر این، سطح بالاترANP  با سختی شریانی و افزایش 
مرگ‌و‌میر در بیماران حاد بستری‌نشده، نارسایی قلبی و بیماری 
ایسکمیک قلب مرتبط است ]8-6[. میوزین‌ها نیز خانواده‌ای از 
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پروتئین‌های وابسته به آدنوزین تری‏فسفات3 هستند که در انقباض 
عضله اسکلتی و قلبی، نقش اصلی را ایفا می‌کنند ]9[. دو ایزوفرم 
در قلب پستانداران با نام‌های αMHC و b-MHC بیان می‌شود. 
حضور آنزیم ATPase در این زنجیره پروتئینی، سرعت انقباض 
آن‌ها را کنترل می‌کند؛ به طوری که میزان فعالیت ATPase نوع 
آلفا، دو تا سه برابر فعالیت ATPase نوع بتاست ]10[. در پی عوامل 
استرس‌زا مانند دیابت و فشار خون طولانی، نوع آلفای این پروتئین 
عمدتاً به نوع بتا تبدیل می‌شود. این تغییر خیلی سریع رخ می‌دهد؛ 
به طوری که مشخص شده یک هفته بعد از بیماری دیابت، این 
تغییر در تبدیل نوع تارها آغاز می‌‌شود ]11[. همچنین در افراد 
دچار نارسایی قلبی، میزان بیان ATPase نوع بتا به‌شدت کاهش 

می‌یابد؛ به طوری که ردیابی آن غیرممکن می‌شود ]12[.

اثرات مثبت فعالیت ورزشی منظم در برابر بیماری‌های مختلف 
از جمله دیابت نوع 1 مشخص شده است ]13[. همچنین نشان 
داده شده است که فعالیت ورزشی منظم با بهبود شاخص‌های 
قلبی همراه است. در همین راستا، در تحقیقی بر اثرات حفاظت 
قلبی فعالیت بدنی اختیاری بر تغییرات بیان ژن زنجیره سنگین 
میوزین قلبی در موش‌های صحرایی سالمند تأکید شده است 
]14[. با این حال، افزایش و کاهش بیان ژن ANP در بافت قلب در 
موش‌های نر ویستار به ترتیب پس از هشت هفته تمرین مقاومتی  
و شش هفته تمرین تناوبی با شدت پایین گزارش شده است ،15] 
[16. گرچه دستگاه قلبی‌عروقی یکی از مهم‌ترین اهداف فعالیت 
و  قلبی  مسیرهای  مولکولی  عمل  مکانیسم‌های  است،  ورزشی 
ورزش هوازی در قلب بیماران دیابتی تا حد زیادی ناشناخته باقی 

مانده است. 

اثرات  بررسی  به  زیادی  تمایل  اخیر  سال‌های  در  طرفی،  از 
از  استفاده  و  گیاهی  عصاره‌های  فارماکولوژی  و  فیزیولوژی 
مکمل‌های گیاهی در جهان و به‌خصوص در ایران ایجاد شده 
 Stevia rebaudiana علمی  نام  با  استویا  دارویی  گیاه  است. 
متعلق به تیره كاسنی بومی پاراگوئه و برزیل بوده و در ارتفاع 200 
تا ‌500متری از سطح دریا می‌روید. برگ‌های استویا مجموعه‌ای 
از گلیکوزیدهای دی‌ترپن با عنوان گلیکوزیدهای استویول دارند. 
استویوزید یکی از اصلی‌رین گلیکوزیدهای موجود در این گیاه 
است كه 110 تا 270 بار شیرین‌تر از ساكاروز است. گلیکوزیدهای 
گیاه استویا به عنوان یک افزودنی غذایی شیرین و کم‌کالری برای 
انسان مزایای بسیار متنوعی دارد ]17[. پایداری، بدون کالری 
بودن و امکان استفاده از آن برای بیماران دیابتی و مبتلایان به 
فشار خون بالا و چاق از محاسن این ماده به شمار می‌رود. این 
گلیکوزید دارای عطر و طعم مطلوب است و می‌تواند جایگزین 
بسیار مناسبی برای شکرهای مصنوعی و رژیمی نظیر ساخارین 
و آسپارتام باشد. همچنین به دلیل داشتن کالری کم می‌تواند به 
عنوان یک ترکیب رژیمی به کار برده شود ]18[. از این رو امروزه 

3. Adenosine Triphosphate (ATP)

استفاده از این شیرین‌کننده طبیعی در محصولات غذایی به‌ویژه 
برای استفاده افراد مبتلا به دیابت اهمیت زیادی پیدا کرده است 

تا به میل خوردن مواد شیرین در آن‌ها نیز پاسخ‌گو باشد ]19[.

یافتن مکمل‌های غذایی که به بدن و از جمله بافت قلب در 
مقابله با بیماری‌های قلبی در آزمودنی‌های دیابتی کمک کند از 
با توجه به شیوع  اهمیت زیادی برخوردار است. از طرف دیگر 
بالای بیماری‌های قلبی در آزمودنی‌های دیابتی، درباره كنترل 
این اختلال توسط مداخلات ورزشی، تحقیقات كمی  و درمان 
انجام گرفته است. همچنین بسیاری از تحقیقات بر تأثیر راهکار 
غیردارویی ورزش بر افراد دیابتی که در معرض ابتلا به بیماری‌های 
قلبی‌عروقی قرار دارند، تأکید دارند [21 ،20]. بنابراین استفاده 
از ورزش با توجه به اثرات بالقوه مفید آن می‌تواند برای این امر 
تمرین  اثربخشی  در خصوص  یافته‌ها  این حال،  با  باشد.  مفید 
هوازی و مکمل‌های گیاهی در خصوص بیان ژن عوامل اثرگذار 
بر کارکردهای قلبی به‌ویژه در آزمودنی‌های دیابتی نوع ۱ محدود 
است. همان‌طور که ذکر شد، نتایج برخی پژوهش‌ها نشان می‌دهد 
که با افزایش فعالیت بدنی شرایط در بیماران دیابتی بهبود می‌یابد، 
ولی اینکه این بهبودی از چه طریق و با چه مکانیسمی ایجاد 
می‌شود دقیقاً مشخص نیست و نیاز به بررسی ابعاد مختلف دارد؛ 
بنابراین هدف از این پژوهش، بررسی تأثیر هشت هفته تمرین 
استقامتی و مکمل استویا بر بیان ژن ANP و b-MHC بافت قلب 

در موش‌های صحرایی دیابتی نوع ۱ است.

مواد و روش‌ها 

پژوهش حاضر، یک مطالعه تجربیـ آزمایشگاهی است که در آن 
امکان کنترل عوامل تأثیرگذار بر نتایج تحقیق بوده است. طرح 
تحقیق از نوع پس‌آزمون با گروه کنترل است. در این مطالعه 
موش‌های صحرایی آزمایشگاهی در سن 6-8 هفته با میانگین وزنی 
10±180 گرم از انستیتو پاستور شاهرود در سال 1398 در محیط 
آزمایشگاهی به مدت چهار هفته با غذای پرجیره )70 گرم به ازای 
هر کیلوگرم وزن روزانه( تغذیه شدند. وزن موش‌های صحرایی بعد 
از دوازده هفته به 240 تا 250 گرم رسید. حجم نمونه با در نظر 
گرفتن β=0/1 و α= 0/05 با استفاده از فرمول شماره 1 با رعایت 
توان 80 درصد و سطح منحنی‌داری 5 درصد، با فرض ناهمگونی 
واریانس )منجر به حجم نمونه بالاتر نسبت به وضعیت همگنی 

 واریانس می‌شود( و با فرض آنکه مقدار استاندارد‌شده اندازه اثر
  Z=1/5 و همچنین نسبت واریانس‌های دو گروه برابر =0/754 
است و یکسان در نظر گرفتن تعداد اعضای گروه شاهد و مداخله 
)φ=1(، محاسبه شد. در این فرمول α، خطای نوع اول و برابر با 

0/05 و β، خطای نوع دوم و برابر با 0/02( است.

4. Effect size
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.1

( σ1
2+σ2

2) (Zα/2+Zβ)2

2∆
پس از تعیین حجم نمونه، گروه‌ها به طور تصادفی به پنج 
گروه شامل کنترل سالم، دیابتی نوع 1، دیابتی نوع 1+مکمل 
استویا، دیابتی نوع 1+تمرین استقامتی و دیابتی نوع 1+مکمل 
شدند.  تقسیم  سر(  پنج  کدام  )هر  استقامتی  استویا+تمرین 
در  مختلف  گروه‌های  در  پژوهش  مراحل  طی  در  آزمودنی‌ها 
 15×15×30 ابعاد  به  شفاف  پلی‌کربنات  استاندارد،  قفس‌های 
سانتی‌متر )ساخت شرکت صنایع رازی راد( قرار گرفتند. در هر 
قفس دو موش صحرایی با دمای محیط 2±20 درجه سانتی‌گراد 
و رطوبت 5±50 درصد به همراه تهویه مناسب و و چرخه تاریکی 
به روشنایی 12:12 نگهداری می‌شد. برای جذب ادرار و مدفوع 
نمونه‌ها و راحتی آن‌ها از تراشه و بریده‌های چوب استریل استفاده 
شد. هر روز شست‌وشوی قفس‌ها انجام ‌ و تراشه‌های چوب نیز 
تعویض می‌شد. در این پژوهش غذای نمونه‌های مورد آزمایش، 
تولید شرکت مینو صباح بود که روزانه در قفس قرار داده می‌شد. 
آب مورد نیاز نمونه‌ها به صورت آزاد در بطری ‌500میلی‌لیتری 
ویژه نمونه‌های آزمایشگاهی در اختیار نمونه‌ها قرار گرفت. در این 
تحقیق اصول اخلاقی در مورد نحوه کار با حیوانات آزمایشگاهی از 
جمله در دسترس بودن آب و غذا، شرایط نگهداری مناسب و عدم 
اجبار در تمرینات مدنظر قرار گرفت. همه آزمایشات بر اساس 

خط‌مشی‌های قرارداد هلسینکی اجرا شد. 

جهت دیابتی کردن موش‌های صحرایی مقدار استرپتوزوتوسین 
تزریقی 55 میلی‌گرم به ازای هر کیلوگرم وزن حیوان به صورت 
تزریق صفاقی انجام شد. جهت اطمینان از دیابتی شدن موش‌های 
کمک  با  تزریق  از  پس  ساعت   72 آن‌ها  خون  قند  صحرایی، 
گلوکومتر )مدل Active، شرکت Accu-Chek ساخت آلمان( و 
نمونه خونی گرفته‌شده از سیاهرگ دمی موش‌ها، اندازه گیری شد 
و موش‌های صحرایی که قند خون آن‌ها بیشتر از 300 میلی‌گرم 
در دسی‌لیتر بود دیابتی نوع 1 محسوب شدند. گروه‌های مداخله 
طی دوره، مقدار مکمل استویا را به میزان 250 میلی‌گرم به ازای 
این  در  کردند.  دریافت  گاواژ  به صورت  بدن  وزن  کیلوگرم  هر 
مطالعه از عصاره آبی گیاه استویا )ساخت شرکت داروسازی گیاه 
اسانس( استفاده شد ]22[. در این تحقیق گروه‌های تمرینی به 
اجرای هشت هفته )پنج روز در هفته با سرعت 20 تا 30 متر بر 
دقیقه و شیب صفر درجه( تمرین هوازی پرداختند و گروه‌های 

کنترل نیز به مدت هشت هفته در قفس نگهداری شدند و در 
هیچ تمرینی شركت داده نشدند. در تحقیق حاضر تردمیل مورد 
اول پنج سر موش صحرایی  بار  برای  استفاده پنج‌بانده بود که 
در آن جهت تمرین قرار داده شدند. بار تمرینی برای گروه‌های 
تمرین پس از آشناسازی پنج‌روزه در هفته اول، در هفته دوم و 
سوم دویدن با سرعت 20 متر بر دقیقه، هفته چهارم و پنجم 25 
متر بر دقیقه و هفته ششم تا هشتم سرعت 30 متر بر دقیقه بود 

)جدول شماره 1(.

48 ساعت پس از آخرین جلسه تمرینی )10 تا 12 ساعت 
ناشتا(، موش‌های صحرایی مورد مطالعه در هر گروه با تزریق 
درون‌صفاقی كتامین )30-50 میلی‌گرم به ازای هر کیلوگرم وزن 
بدن( و زایلازین )3-5 میلی‌گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن( 
بیهوش شدند. سپس از بافت قلب موش‌های صحرایی نمونه‌برداری 
شد و پس از شست‌وشو در سرم فیزیولوژیک در میکروتیوب‌های 
1/8 حاوی مایع RNAlaterTM با نسبت 20 درصد غوطه‌ور شد 
و جهت انجام آزمایش‌های ژنتیک به آزمایشگاه انتقال داده شد. 

اندازه‌گیری بیان ژن‌های فاکتورهای مورد‌نظر از بافت قلب به وسیله 
تکنیک Real time–PCR انجام شد و پس از کمی‌سازی، مقادیر 
 RNA .2 تجزیه و تحلیل شد-∆∆tc بیان ژن با استفاده از فرمول
total بافت قلب پس از گذشت زمان گرمخانه‌گذاری )در حضور 5 
درصد CO2 و فشار 95 درصد اتمسفر( برای سنجش کمی میزان بیان 
ژن ANP و b-MHC با استفاده از کیت ستونی RNA استخراج شد 
 Complementary DNA,( و پس از آن با استفاده از کیت سنتز
به CDNA تبدیل شد و در نهایت ژن‌های یادشده برای   )CDNA
quantitative Real-time PCR (qRT-, PCR( آماده شدند و با 
 SYBR و )‌Applied Biosystems) PCR master mix استفاده از
Applied Biosystems, Sequence Detec�( در دستگاه Greenn

tion Systems. Foster City, CA) ABI Step One طبق پروتکل 
شرکت سازنده اندازه‌گیری انجام گرفت. در ضمن در این مطالعه از ژن 
GAPDH به عنوان ژن پایه و کنترل استفاد شد. واکنش PCR با توالی 

پرایمرهای مورد استفاده در جدول شماره 2 ذکر شده است. 

برای اطمینان از طبیعی بودن توزیع متغیرها، از آزمون شاپیرو 
ویلک استفاده شد. بعد از اینکه طبیعی بودن توزیع داده‌ها مشخص 
شد، جهت بررسی مقایسه میانگین تغییرات سطح بیان ژن گروه‌ها، 
از آزمون تحلیل واریانس یک‌طرفه برای تغییرات درون‌گروهی و 
آزمون تعقیبی بونفرونی برای بررسی تفاوت بین گروه‌ها استفاده 

جدول 1. پروتکل تمرین

هفته 8هفته 7هفته 6هفته 5هفته 4هفته 3هفته 2آشناسازی پنج‌روزه )هفته 1(زمان

1520202525303030سرعت )متر بر دقیقه(

2020252530303535مدت )دقیقه(
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شد. سطح معنی‌داری در همه موارد P≤0/05 در نظر گرفته شد. 
کلیه عملیات آماری با نرم‌افزار SPSS نسخه 23 به اجرا درآمد.

یافته‌ها 

گروه‌های  صحرایی  موش‌های  وزن  معیار  انحراف  و  میانگین 
ارائه شده است. همچنین  مختلف پژوهش در جدول شماره 3 
 mRNA و mRNA ANP میانگین، انحراف معیار و درصد تغییرات
b-MHC بافت قلب گروه‌های مختلف پژوهش )هر گروه با پنج سر 
موش صحرایی( در جدول شماره 4 ارائه شده است. نتایج نشان 
می‌دهد كه بیشترین میانگین سطوح ANP در گروه کنترل دیابتی 
و کمترین میانگین سطوح آن در گروه کنترل سالم مشاهده شده 
است. همچنین بیشترین درصد تغییرات در گروه کنترل دیابتی 

نسبت به گروه کنترل سالم به دست آمد )جدول شماره 3(.

 mRNA ANP تجزیه و تحلیل داده‌ها نشان داد که بین میانگین
بافت قلب موش‌های دیابتی نوع 1 در گروه‌های مختلف تحقیق، 
F(. نتایج آزمون تعقیبی 

4،19
=82/22 ،P =0/001( تفاوت وجود دارد

توکی نشان داد که میزان mRNA ANP بافت قلب موش‌های 

به طور معنی‌داری  به گروه کنترل سالم  کنترل دیابتی نسبت 
بیشتر بود )P=0/001(. میزان mRNA ANP بافت قلب در گروه 
دیابتی ـ استویا )P=0/001(، دیابتی ـ تمرین )P=0/001( و دیابتی 
ـ استویا ـ تمرین )P=0/001( نسبت به گروه کنترل دیابتی به طور 
معنی‌داری کمتر بود. بین میزان mRNA ANP بافت قلب در گروه 
دیابتی ـ تمرین و دیابتی ـ استویا ـ تمرین تفاوت معنی‌داری وجود 

نداشت )P=0/200( )شکل شماره 1(.

 mRNA b-MHC تجزیه و تحلیل داده‌ها نشان داد که بین میانگین
تحقیق،  مختلف  گروه‌های  در  نوع 1  دیابتی  موش‌های  قلب  بافت 
F(. نتایج آزمون تعقیبی 

4،19
=51/85 ،P =0/000( تفاوت وجود دارد

توکی نشان داد که میزان mRNA b-MHC بافت قلب موش‌های 
کنترل دیابتی نسبت به گروه کنترل سالم به طور معنی‌داری بیشتر 
بود )P=0/001(. میزان mRNA b-MHC بافت قلب در گروه دیابتی 
نداشت  معنی‌داری  تفاوت  دیابتی  کنترل  گروه  به  نسبت  استویا  ـ 
دیابتی  گروه  در  قلب  بافت   mRNA b-MHC میزان   .)P=0/271(
ـ تمرین و دیابتی ـ استویا ـ تمرین نسبت به گروه دیابتی به طور 
 mRNA b-MHC همچنین میزان .)P=0/001( معنی‌داری کمتر بود

جدول 2. توالی پرایمرهای مورد استفاده

Amplicon نام ژنپرایمرهاتوالیطول

bp 104GAGGAGAAGATGCCGGTAG
CTAGAGAGGGAGCTAAGTG

Forward
Reverse ANP

bp 104TGAAGCTTACCCAGGAGAGCATCATGG
AAGAATTCTTGGAGAACTGTTGGTCC

Forward
ReversebMHC

bp 104 CAAGTTCAAGGGCACAGTCA
CCCCATTTGATGTTAGCGGG

Forward
ReverseGAPDH

جدول 3. میانگین و انحراف معیار وزن موش‌های صحرایی در گروه‌های مختلف

متغیر
میانگین ± انحراف معیار

دیابتی+تمرین+استویادیابتی+تمریناستویاکنترل دیابتیکنترل سالم

3/08±4/32250/6±2/2249/9±4/1253/8±3/6252/2±249/1وزن اولیه )گرم(

4/33±4/66168/0±1/10164/3±3/12162/5±2/7138/0±294/2وزن نهایی )گرم(

جدول 4. میانگین و انحراف معیار متغیرهای تحقیق در گروه‌های مختلف

دیابتی ورزشی استویادیابتی ورزشیاستویاکنترل دیابتیکنترل سالممتغیر

ANP
(∆∆CT)

0/13±0/11/36±0/091/51±0/091/71±0/02/11±1میانگین±انحراف معیار

111715136-درصد تغییرات

b-MHC
(∆∆CT)

0/17±1/192/01±1/422/39±0/592/99±0/03/43±1میانگین±انحراف معیار

243199139101-درصد تغییرات

کبری سلیمانی و همکاران. تأثیر هشت هفته تمرین استقامتی و مکمل استویا بر بیان ژن ANP و b-MHC بافت قلب در موش‌های صحرایی دیابتی نوع 1



315

مهر و آبان 1399 . دوره 24 . شماره 4

بافت قلب در گروه دیابتی ـ استویا ـ تمرین نسبت به گروه دیابتی ـ 
تمرین تفاوت معنی‌داری نداشت )P=0/44( )شکل شماره 2(.

بحث و نتیجه‌گیری

نتایج پژوهش حاضر نشان می‌دهد mRNA ANP بافت قلب 
موش‌های صحرایی کنترل دیابتی نسبت به گروه کنترل سالم 
بالاتر بود. تمرین استقامتی، مکمل استویا  به طور معنی‌داری 
با کاهش معنی‌دار  استویا  استقامتی و مکمل  تعامل تمرین  و 
 1 نوع  دیابتی  صحرایی  موش‌های  قلب  بافت   mRNA ANP
نسبت به گروه دیابتی کنترل همراه بود. نتایج در ارتباط با اثر 
تمرین ورزشی بر تغییرات بیان ژن ANP متناقض است. با توجه 

به بررسی‌های ما پژوهش‌های اندکی درباره اثر فعالیت ورزشی بر 
تغییرات بیان ژن ANP در عضله قلبی انجام شده است. در همین 
زمینه افزایش بیان ژن پپتید ناتریورتیک دهلیزی در بافت قلب به 
دنبال هشت هفته تمرین مقاومتی صعود از نردبان در موش‌های 
صحرایی نر ویستار گزارش شده است ]15[. ممکن است تناقض 
 ANP تغییرات  میزان  باشد.  مربوط  فعالیت  نوع  به  دیده‌شده 
هنگام تمرینات ورزشی به مقدار دوپامین، شدت و مدت فعالیت، 
شرایط  و  تمرینات  هنگام  بدن  وضعیت  كاتكولامین‌ها  مقدار 
هیپوكسی بستگی دارد [25-23]. همچنین محرك اصلی افزایش 
ابعاد  افزایش  از  ANP ممكن است كشش عضلات قلب ناشی 
دهلیزی باشد. هنگام تمرینات ورزشی افزایش انبساط دهلیزی، 

8 
 

 
 1 نوع دیابتی هاي موش قلب بافت mRNA b-MHCتغییرات  -2شکل 

 یابتیکنترل دنسبت به گروهدار یتفاوت معن #؛ کنترل سالمنسبت به گروه دار یمعن*تفاوت 
 

 بحث و نتیجه گیري 
نسبت به گروه کنترل سالم به طور کنترل دیابتی  صحرایی هايموشبافت قلب  mRNA ANP دهدنشان میپژوهش حاضر نتایج 

بافت  mRNA ANP با کاهش معنی دار ایمکمل استوی و استقامت نیتمر تعاملو  ایمکمل استو ی،استقامت نیتمرمعنی داري بالاتر بود. 
نتایج در ارتباط با اثر تمرین ورزشی بر تغییرات بیان نسبت به گروه دیابتی کنترل همراه بود.  1-دیابتی نوع صحرایی هايموشقلب 
در عضله  ANPهاي اندکی درباره اثر فعالیت ورزشی بر تغییرات بیان ژن هاي ما پژوهشمتناقض است. با توجه به بررسی ANPژن 

صعود  یمقاومت نیهفته تمر 8قلبی انجام شده است. در همین زمینه افزایش بیان ژن پپتید ناتریورتیک دهلیزي در بافت قلب به دنبال 
میزان . مربوط باشد نوع فعالیتبه  تناقض دیده شده ممکن است]. 15[ گزارش شده است ستارینر و ییصحرا هاياز نردبان در موش

مقدار کاتکولامین ها وضعیت بدن هنگام تمرینات و  ،گام تمرینات ورزشی به مقدار دوپامین، شدت و مدت فعالیتهن ANP تغییرات
ممکن است کشش عضلات قلب ناشی از افزایش  ANPهمچنین محرك اصلی افزایش ]. 25-23[ شرایط هیپوکسی بستگی دارد

یزي، شاید ناشی از حجم خون مرکزي باشد که متناسب با آن فشار ابعاد دهلیزي باشد. هنگام تمرینات ورزشی افزایش انبساط دهل
 یتناوب نیشش هفته تمر ریثأبررسی ت در تحقیقی به فر ییکربلا و یقهرمانبا این حال، ]. 26[ می شود ANPدهلیزي موجب افزایش 

ها نشان یافته پرداختند. وکاردیانفارکتوس مها پس از ابتلا به موشدر  ANP يهاژن انیبر ب نییبا شدت پا یتناوب نیو تمر دیشد یلیخ
ها در گروه تجربی نسبت به گروه کنترل و کاهش معنادار آن ANPداد شش هفته تمرین تناوبی خیلی شدید باعث کاهش غیرمعنادار

پایین به طور این کاهش در گروه تمرین تناوبی با شدت .در طی شش هفته تمرین تناوبی با شدت پایین نسبت به گروه کنترل شد
 ANPسطوح کاهش موجب قلبی، پس بار راه تعدیل از تمرین احتمالاً]. 16[ ثرتر بودؤمعناداري از گروه تمرین تناوبی خیلی شدید م

در بافت قلب در نمونه هاي دیابتی به طور معنی داري بالاتر  ANP. در تحقیق حاضر نیز سطوح بیان ژن ]27[می شود بیماران قلبی در
در  ANPی از طریق کاهش فشار پس بار موجب کمتر شدن میزان بیان ژن استقامت نیتمربود. بنابراین در تحقیق حاضر نیز احتمالاً 

 دیواره کشش کاهش به منجر تیاستقام به دنبال تمرینات قلب حجم افزایش شده است. احتمالاً صحرایی هايموش بافت قلب در 
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بافت قلب  mRNA b-MHC). میزان =001/0Pهاي کنترل دیابتی نسبت به گروه کنترل سالم به طور معنی داري بیشتر بود (موش
ر دبافت قلب  mRNA b-MHC). میزان =271/0Pاستویا نسبت به گروه کنترل دیابتی تفاوت معنی داري نداشت ( -در گروه دیابتی

). همچنین میزان =001/0Pتمرین نسبت به گروه دیابتی به طور معنی داري کمتر بود( -استویا  -تمرین و دیابتی -گروه دیابتی 
mRNA b-MHC  44/0تمرین تفاوت معنی داري نداشت ( -تمرین نسبت به گروه دیابتی  -استویا  -در گروه دیابتیبافت قلبP= (

 ).2(شکل شماره 

۰�۰۰

۰�۵۰

۱�۰۰

۱�۵۰

۲�۰۰

۲�۵۰

کنترل سالم کنترل دیابتی استویا -دیابتی تمرین -دیابتی  –استویا -دیابتی
تمرین

m
R

N
A

 fo
ld

 c
ha

ng
e

mRNA ANP    
*

#
#

#

شکل 1. تغییرات mRNA ANP بافت قلب موش‌های دیابتی نوع 1
*تفاوت معنی‌دار نسبت به گروه کنترل سالم؛ #تفاوت معنی‌دار نسبت به گروه کنترل دیابتی.

کبری سلیمانی و همکاران. تأثیر هشت هفته تمرین استقامتی و مکمل استویا بر بیان ژن ANP و b-MHC بافت قلب در موش‌های صحرایی دیابتی نوع 1



316

مهر و آبان 1399 . دوره 24 . شماره 4

شاید ناشی از حجم خون مركزی باشد كه متناسب با آن فشار 
دهلیزی موجب افزایش ANP می‌شود ]26[. با این حال، قهرمانی 
و کربلایی‌فر در تحقیقی به بررسی تأثیر شش هفته تمرین تناوبی 
 ANP خیلی شدید و تمرین تناوبی با شدت پایین بر بیان ژن‌های
در موش‌ها پس از ابتلا به انفارکتوس میوکارد پرداختند. یافته‌ها 
نشان داد شش هفته تمرین تناوبی خیلی شدید باعث کاهش 
غیرمعنادارANP در گروه مداخله نسبت به گروه شاهد و کاهش 
معنادار آن‌ها در طی شش هفته تمرین تناوبی با شدت پایین 
در گروه مداخله نسبت به گروه شاهد شد. این کاهش در گروه 
تمرین تناوبی با شدت پایین به طور معناداری نسبت به گروه 

تمرین تناوبی خیلی شدید، مؤثرتر بود ]16[. 

کاهش  موجب  قلبی،  پس‌بار  تعدیل  راه  از  تمرین  احتمالًا 
سطوحANP  در بیماران قلبی می‌شود ]27[. در تحقیق حاضر 
نیز سطوح بیان ژن ANP در بافت قلب در نمونه‌های دیابتی به 
طور معنی‌داری بالاتر بود. بنابراین در تحقیق حاضر نیز احتمالًا 
تمرین استقامتی از طریق کاهش فشار پس‌بار موجب کمتر شدن 
میزان بیان ژن ANP در بافت قلب در موش‌های صحرایی شده 
است. احتمالًا افزایش حجم قلب به دنبال تمرینات استقامتی 
منجر به کاهش کشش دیواره قلب )کاهش پیش‌بار( می‌شود 
که می‌تواند منجر به کاهش ANP شود. مسئله دیگر احتمال 
تأثیر تمرین بر کارایی سیستم ANP-NPR-A از طریق افزایش 
تعداد گیرنده‌ها و افزایش حساسیت به  ANP است ]28[؛ بنابراین 
ممکن است تمرین استقامتی مورد‌نظر از طریق تغییر در تعداد 
عملکرد سیستم   ناتریورتیک،  پپتیدهای  گیرنده‌های  فعالیت  و 
ANP-NPR-A را تحت تأثیر قرار داده باشد. اگرچه این سیستم 
در تحقیق حاضر بررسی نشد )که از محدودیت‌های تحقیق حاضر 
به شمار می‌رود(. همچنین یافته‌ها نشان می‌دهند که ANP تا 
حدود زیادی به ویژگی‌های آزمودنی‌ها بستگی دارد. عمل کشش 
دیواره دهلیزی در ترشح پپتیدهای ناتریورتیک از طریق کشش 
دیواره رگ‌ها، افزایش مایعات بدن، فعالیت ورزشی، آسیب بطنی 
و افزایش غلظت سدیم و عوامل پاراکرینی و اتوکرینی از قبیل 

1 و آنژیوتانسین، تحت تأثیر قرار می‌گیرد ]29[.  اندوتلین ـ

تعادل همودینامیكی در عضله قلب با تغییرات مفید پپتید 
ناتریورتیک دهلیزی همراه است. فعالیت ورزشی هوازی مقدار 
حداكثر اكسیژن مصرفی را افزایش می‌دهد و این امر عملكرد 
عضله قلبی را بهبود می‌بخشد. این یافته‌ها نقش مهم تمرینات 
از  میك‌ند.  تأیید  را  قلبی‌عروقی  عملكرد  بهبود  در  استقامتی 
طرفی در تحقیقی نشان داده شده است که داروی گیاهی سنتی 
شیزوتانگ5 )ترکیبی از چهار گیاه دارویی با خاصیت آنتی‌اکسیدان(، 
از  قلبی  اینوتروپیک  مثبت  اثرات  و   ANP ترشح تنظیم  باعث 
طریق فعال‌سازی سیگنال‌دهی پروتئین کیناز 6‌C می‌شود ]30[، 

5. Sibjotang
6. Protein kinase

استویا نیز دارای انواع ویتامین‌ها به‌خصوص ویتامین‌های آ و ث 
و عناصر زیادی همانند سلنیوم، کبالت و کروم است که عناصر 
فیبر،  پروتئین،  دارای  همچنین  استویا  هستند.  آنتی‌اکسیدان 
کربوهیدرات، فسفر، آهن، کلسیم و سدیم است ]31[. بنابراین به 
نظر می‌رسد سازوکار تنظیمANP  توسط مکمل استویا و تعامل 
تمرین استقامتی و مکمل استویا از طریق فعال‌سازی سیگنالینگ 
پروتئین کیناز C در بافت قلب صورت می‌گیرد. با این حال تعامل 
تمرین و مکمل استویا نسبت به تمرین به‌تنهایی مزایای بیشتری 
در جهت تغییرات mRNA ANP بافت قلب موش‌های صحرایی 
به همراه نداشت. به هر حال با توجه به کمبود اطلاعات در این 

زمینه، به پژوهش‌های بیشتری نیاز است.

دیگر یافته پژوهش حاضر نشان می‌دهد که تمرین استقامتی 
b- و تعامل تمرین استقامتی و مکمل استویا با کاهش معنی‌دار

MHC بافت قلب موش‌های صحرایی دیابتی نوع 1 نسبت به 
گروه دیابتی کنترل همراه بود. همچنین مکمل استویا با کاهش 
غیرمعنی‌دار b-MHC بافت قلب موش‌های صحرایی دیابتی نوع 
1 نسبت به گروه دیابتی کنترل همراه بود. نقش میوزین‌ها در 

انقباض عضله قلبی، مشخص شده است ]9[. 

در پی عوامل استرس‌زا مانند دیابت نوع آلفا، این پروتئین عمدتاً 
به نوع بتا تبدیل می‌شود، این تغییر خیلی سریع رخ می‌دهد؛ به 
طوری که مشخص شده طی بیماری دیابت این تغییر در تبدیل 
نوع تارها آغاز می‌‌شود ]11[. این نتایج از یافته‌های تحقیق حاضر 
موش‌های  قلب  بافت   b-MHC معنی‌دار  افزایش  با  دیابت  که 
صحرایی دیابتی نوع 1 همراه بود، حمایت می‌کند. نشان داده 
شده است که شش هفته فعالیت اختیاری، بیان ژن‌های زنجیره 
سنگین میوزین قلبی در موش‌های صحرایی سالمند را کاهش 
b- می‌دهد ]14[. در خصوص سازوکار آثار تمرین استقامتی بر

MHC بافت قلب نشان داده شده است که فعالیت‌های استقامتی 
بر اندازه توده قلب و بیان ژن Pur&beta تأثیرگذار است و به نظر 
می‌رسد که تغییرات توده قلب در اثر فعالیت استقامتی با بیان 
ایزوفرم MHC در ارتباط باشد ]32[. از طرفی این احتمال وجود 
دارد که دُز مصرفی مکمل استویا ممکن است بر نتایج اثرگذار 
باشد؛ به طوری که با تغییر دُز مصرفی بتوان نتایج واضح‌تری 
به دست آورد. تمرین هوازی از نقاط قوت تحقیق حاضر بود؛ 
چراکه این نوع تمرین با وجود محدودیت‌های اجرایی، پاسخ‌ها و 
سازگاری‌های متفاوتی نسبت به برنامه‌های تمرینی دیگر می‌تواند 
به همراه داشته باشد. محدودیت‌هایی نیز در تحقیق حاضر وجود 
داشت که از جمله می‌توان به عدم اندازه‌گیری دوپامین و مقدار 
كاتكولامین‌ها اشاره کرد. همچنین از آنجایی که بین تغییرات 
mRNA b- تمرین و مکمل استویا نسبت به تمرین بر تغییرات

MHC بافت قلب تفاوت وجود نداشت، این احتمال وجود دارد 
که با تغییرات میزان دُز عصاره استویا تغییرات شدت و مدت 
تمرین بتوان به نتایج روشن‌تری دست یافت؛ بنابراین پیشنهاد 
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می‌شود تأثیر متغیرهای تمرین و مکمل استویا با دُزهای مختلف 
بر ژن‌های عملکردی بافت قلب در دیابت نوع 1 مورد بررسی 
قرار گیرد. اندازه‌گیری مسیرهای سیگنالینگ همچون پروتئین 
کیناز PKC( C( نیز می‌تواند اثرات فعالیت بدنی بر عوامل رونویسی 
درگیر در عمل عضله قلبی را به طور روشن‌تری نشان دهد. این 
منظور  به  آینده  مطالعات  به  پیشنهادی  پژوهشی،  نقطه‌ضعف 
اندازه‌گیری این عوامل در بافت قلب است. به هر حال تحقیقات 

بیشتری در این زمینه نیاز است. 

که  نشان می‌دهد  تحقیق حاضر  یافته‌های  به طور خلاصه، 
تمرین استقامتی و تعامل تمرین استقامتی و مکمل استویا با 
کاهش معنی‌دار ANP و b-MHC بافت قلب موش‌های صحرایی 
دیابتی نوع 1 همراه بود. بنابراین با توجه به یافته‌ها، مداخله تمرین 
موش‌های  برای  قلبی  مزایای  می‌تواند  استویا  مکمل  و  هوازی 

دیابتی نوع ۱ به همراه داشته باشد. 
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