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Abstract
Purpose: Bones are largely influenced by nutrition, activity levels and lifestyle, and structural adaptations 
in the form and size of the bone occur by the forces of weight bearing and forces applied by the muscles. 
Therefore, the aim of the present study was to determine whether different resistance training intensities 
affect on expression of mir-204 and transcription factors of osteogenic, Runx2 and biomechanical prop-
erties on bone in old male wistar rats.  

Methods: This experimental study was done on 24 Wistar male rats (23 months old and with an average 
weight of 437.93 gram). They were randomly divided into three equal groups (n=8) include moderate 
(60% maximum voluntary carrying capacity: MVCC) and high intensity (80% MVCC) resistance train-
ing and control according to initial weight. The two training groups completed eight weeks of training 
program, five days a week according to resistance protocols. After completing training, expression of 
mir-204 on bone marrow were measured RT-PCR and Three – point bending test was used to determine 
bone biomechanical properties. The statistical analysis was performed using Kruskal-Wallis and one-way 
ANOVA test with significance level of P < 0.05

Results: There was no significance in expression of mir-204 (P = 0.539), Runx2 (P = 0.960), module (P 
= 0.82), stress (P = 0.80), fracture energy (P = 0.99) and bone force (P = 0.81) between the intervention 
groups and control group. 

Conclusion: It seems that considering the lack of meaning in the results of this study, it seems that the 
duration of exercise was not sufficient to influence bone variables. then longer periods of this type of ex-
ercise exercise will be investigated in future research.
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تأثیر شدت های مختلف تمرین مقاومتی بر بیان microRNA-204 و عوامل 
نسخه برداری استئوژنز Runx2 و برخی خواص بیومکانیکی استخوان موش های 

صحرایی نر سالمند نژاد ویستار
زهرا همتی فارسانی1*، ابراهیم بنی طالبی2، محمد فرامرزی3، امین بیغم صادق4

چکیده
ــازگاری های  ــد و س ــرار می گیرن ــی ق ــبک زندگ ــت و س ــطح فعالی ــه، س ــر تغذی ــت تأثی ــیعی تح ــور وس ــتخوان ها به ط ــدف: اس ه
ــدازة اســتخوان از طریــق نیروهــای ناشــی از تحمــل وزن و نیروهــای اعمال شــده توســط عضــات  ســاختاری در شــکل و ان
mir-204 کــه آیــا شــدت های مختلــف تمریــن مقاومتــی بــر بیــان  اتفــاق می افتــد. ازایــن رو هــدف از مطالعــة حاضــر ایــن اســت 

و برخی خواص بیومکانیکی استخوان موش های نر سالمند نژاد ویستار تأثیر دارد؟
گــروه مســاوی  گــرم( در ســه  روش هــا: ســر مــوش نــر ســالمند نــژاد ویســتار )میانگیــن ســن 23 مــاه، میانگیــن وزن 437/93 
کثــر ظرفیــت حمــل ارادی )MVCC(( و تمرینــات  هشــت تایی شــامل تمرینــات مقاومتــی بــا شــدت متوســط )60 درصــد حدا
ــیم  ــاس وزن اولیــه تقس ــی براس ــور تصادف ــد و به ط گرفتن ــرار  کنتــرل ق ــروه  گ ــد MVCC( و  ــالا )80 درص ــدت ب ــا ش ــی ب مقاومت
گرفــت. بعــد از پایــان  شــدند. تمرینــات مقاومتــی بــا اســتفاده از نردبــان مقاومتــی و 5 روز در هفتــه بــه مــدت 8 هفتــه انجــام 
دورة تمریــن بیــان mir-204  در بافــت مغــز اســتخوان درشــت نئی بــه روش RT-PCR اندازه گیــری و بــا اســتفاده از فرمــول 
کمــی شــدند. همچنیــن از آزمــون خمــش ســه نقطه ای بــرای تعییــن خــواص بیومکانیکــی اســتخوان اســتفاده شــد.   2 -ΔΔCT

گرفــت.  کروســکال والیــس بــا ســطح P≥0 /05 انجــام  تحلیــل آمــاری بــا اســتفاده از تحلیــل واریانــس تک راهــه و آزمــون 
P=0/960( Runx2(، مدولاســیون )P=0/82(، قــدرت بیشــینه و اســترس  ≤)P=0/539(،ی   mir-204 نتایــج: میــزان بیــان 
گروه هــای تمرینــی بــا شــدت بــالا و متوســط نســبت  )P=0/80(، انــرژی شکســت )P=0/99( و نیــروی اســتخوان )P=0/81( در 

کنتــرل تفــاوت معنــاداری نداشــت. گــروه  بــه 
نتیجه گیــری: بــا توجــه بــه عــدم معنــاداری در نتایــج تحقیــق، به نظــر می رســد مــدت تمریــن بــرای تأثیرگــذاری بــر متغیرهــای 
ــوع تمرینــات ورزشــی، در تحقیقــات آینــده  ــر ایــن ن کافــی نبــوده اســت، ازایــن رو نیــاز اســت دوره هــای طولانی ت اســتخوان 

بررســی شــود.
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4۰

مقدمه
استئوباســت ها )ســلول های تشــکیل دهنده اســتخوان( و 
آدیپوســیت ها )ســلول های چربــی( از ســلول های بنیــادی 
می گیرنــد.  نشــأت  اســتخوان  مغــز   )MSC( مزانشــیمال1 
به طــور تقریبــی بــا افزایــش ســن تعــداد آدیپوســیت ها افزایــش 
تنظیم کننده هــای   .)1( می یابــد  کاهــش  استئوباســت ها  و 
استئوباســت ها  و  آدیپوســیت ها  بــه   MSC تمایــز  اصلــی 
پروکســی زوم ها2  تکثیــر  فعال کننــده  گیرنده هــای  به ترتیــب 
 )RUNX2( 3و عامــل رونویســی مربــوط بــه رانــت )PPARγ(
هســتند، پــس احتمــالًا RUNX2 هــدف بالقــوه بــرای درمــان 
پوکــی اســتخوان اســت )RUNX2 .)1 به عنــوان تنظیم کننــده 
کــه  اســت  شــده  توصیــف  استئوباســت  تمایــز  مثبــت 
می توانــد بیــان ژن پروتئیــن ماتریکــس اســتخوانی، از جملــه 
 ،)Opn( اســتئوپونتین5   ،)Col1a1(4  1 آلفــا   I نــوع  کاژن 
ســیلوپروتئین اســتخوانیBsp( 6( و استئوکلســین7 )Ocn( را 
تنظیــم  کنــد )2(. همچنیــن، فعــال شــدن PPARγ نه تنهــا 
استئوباســتوژنز را مهــار می کنــد، بلکــه ســبب فعــال شــدن 
تشــکیل  کاهــش  بــه  نتیجــه  در  می شــود،  استئوکاســتوژنز 
اســتخوان و افزایــش جــذب اســتخوان منجــر می شــود )1(.
بافــت  بــه   MSC تمایــز  در  مختلــف  محرک هــای 
 MSC کــه مانــع تمایــز اســتخوانی تأثیــر دارنــد )1( و از عواملــی 
اشــاره   )miRNA( MicroRNAی  بــه  می تــوان   می شــوند، 
از  زیــادی  تعــداد  کــه  اســت  شــده  گــزارش  زیــرا   ،)3( کــرد 
miRNAهــا تشــکیل، جــذب، بازســازی و تمایــز اســتخوان را 
تنظیــم می کننــد )MiRNAs .)4 نوعــی از RNAهای اندوژن، 
 22 حــدود  طولشــان  کــه  هســتند  غیرکدونــی  کوچــک، 
نوکلئوتیــد اســت و بیــان ژن را بــا اتصــال بــه منطقــه 3 بــدون 
ترجمــه mRNAهــا )3UTRَ( تنظیــم می کننــد تــا بــه ســرکوب 
ترجمــه mRNA منجــر شــود )5(. از ایــن miRNAs می تــوان 
کــه در MSC بیــان شــده و موجــب  کــرد  بــه MIR-204 اشــاره 
 RUNX2 بیــان پروتئیــن  القــای تمایــز آدیپوســیت و مهــار 
در  MSهــا  توســط   PPARγ غالــب  بیــان   .)6( می شــود 
کاهــش همزمــان در بیــان Runx2 وجــود دارد،   ســالمندی بــا 

بنابراین سطوح تمایز استئوباست پایین تر است )1(.
تحــت  وســیعی  به طــور  اســتخوان ها  می رســد  به نظــر 
تأثیــر تغذیــه، ســطح فعالیــت و ســبک زندگــی قــرار می گیرنــد 
اســتخوان  انــدازه  و  شــکل  در  ســاختاری  ســازگاری های  و 
نیروهــای  و  وزن  تحمــل  از  ناشــی  نیروهــای  طریــق  از 
عضــات  و  تاندون هــا  لیگامنت هــا،  توســط  اعمال شــده 
اتفــاق می افتــد )7( و اســتحکام ســاختاری اســتخوان اغلــب 

به وســیله یــک دســتگاه بازخــورد حس گــر مکانیکــی حفــظ 
می شــود. ایــن دســتگاه تغییــرات ایجادشــده در بــار مکانیکی 
درون اســتخوان ها را حــس می کنــد و چالش هــای حرکتــی 
نشــان  اســتخوان  شــکل  و  انــدازه  در  تغییــرات  طریــق  از  را 
می دهــد )8(. اســتخوان های جدیــد در مناطقــی تشــکیل 
محــدوده  از  بیشــتر  آن  بــر  اعمال شــده  بــار  کــه  می شــوند 
در  اســتخوان ها  درحالی کــه  اســت،  معمــول  مکانیکــی  بــار 
کمتــری نســبت بــه محــدوده بــار  کــه بــار مکانیکــی  مناطقــی 
کاهــش می یابنــد )8(. بنابرایــن، راه ســاده  ــد،  ــی دارن معمول
و مؤثــر بــرای افزایــش تــوده و ســاختمان اســتخوانی از طریــق 
بــا   .)9( اســت  اســتخوانی  ســلول های  مکانیکــی  تحریــک 
ایــن حــال، شــواهد از مطالعــات حیوانــی و انســانی نشــان 
کــه یکــی از بهتریــن انــواع تمرینــات ورزشــی، تمریــن  می دهــد 
قدرتــی اســت، زیــرا تأثیــرات مطلوبــی در حفــظ یــا افزایــش 
ــکاران )2017(  ــینگیولانی و هم ــتخوان دارد )10(. س ــوده اس ت
ــر خــواص مکانیکــی اســتخوان و  ــی ب تأثیــرات تمرینــات قدرت
مســن  صحرایــی  موش هــای  در   MSC اســتئوژنیک  تمایــز 
مقادیــر  تمرین کــرده  مســن  موش هــای  کردنــد.  بررســی  را 
ــد و تمرینــات  ــی را نشــان دادن ــم مــواد معدن ک بیشــتری از ترا

قدرتــی موجــب افزایــش بیــان ژن Runx2 شــد )11(.
تنظیم کننده هــای  از  یکــی  به عنــوان  اخیــراً   miRNAs
مهــم پیــری ســلولی و ســالمندی شــناخته شــده اســت )12(. 
اســتئوآرتریت و پوکــی اســتخوان، اختــالات اســکلتی مرتبــط 
به طــور   microRNAs تــا   12 و   )13( هســتند  ســالمندی  بــا 
بیماری هــای  ایــن  و  استئوباســت ها  پیــری  ســبب  بالقــوه 
در  کــه   miRNAs مهم تریــن  از  یکــی  و  می شــوند  اســکلتی 
 miR-204 بــالای  بیــان  اســت،  درگیــر  اســتخوان  پوکــی 
کاندیــدا در پیــری  کــه تنظیم کننــده بالادســت 22 ژن  اســت 
جدیــد  شــواهد  همچنیــن،   .)13( استئوباست هاســت 
مکانیســم  بازســازی  در   miRNAs کــه  اســت  داده  نشــان 
اســتخوان ناشــی از بارگــذاری مکانیکــی درگیرنــد )14(. بــرای 
کــردن miR 17-92 در استئوباســت ها،  ک اوت  نــا نمونــه، 
کاژن نــوع I را در پاســخ بــه دو هفتــه بــار مکانیکــی  تولیــد 
miR-103a کــه  کاهــش داد )15( همچنیــن نشــان داده شــد 
کــه از طریــق  ــار مکانیکــی اســت  یــکmiRNA  حســاس بــه ب
 .)16( می کنــد  تنظیــم  را  استئوباســت  تمایــز   ،Runx2
 miRNA ــک ــه miR-33-5p ی ک ــان داد  ــری نش ــق دیگ تحقی
ــز  ــد تمای ــه می توان ک ــار مکانیکــی اســت  ــه ب ــد حســاس ب جدی
استئوباســت را افزایــش دهــد )17(. بــا وجــود ایــن، بــرای 
کــه بتوانــد پاســخ  انتخــاب بهتریــن برنامــه تمرینــی قدرتــی 
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مــورد  عامــل  چندیــن  کنــد،  ایجــاد  را  مناســب  اســتخوانی 
لازم  دوره  و  شــدت  بــه  می تــوان  جملــه  از  اســت؛  بحــث 
کــرد )18(. به خوبــی ثابــت شــده اســت  تمریــن قدرتــی اشــاره 
کــه پاســخ اســتئوژنیک ناشــی از ورزش وابســته بــه شــدت 
کــه تمریــن  اســت )19- 20(، بنابرایــن، فــرض شــده اســت 
ســلولی  مختلــف  پاســخ های  بــه  مختلــف  شــدت های  بــا 
منجــر  اســتخوانی  مختلــف  ســازگاری های  نتیجــه  در  و 
ــه  ک می شــود )21(. البتــه، تحقیقــات علمــی نشــان می دهــد 
همــه پروتکل هــای تمرینــی بــه یــک انــدازه در بهبــود تــوده 
کارایــی ندارنــد. بــرای نمونــه، روش هایــی وجــود  اســتخوانی 
کیفیــت اســتخوانی  کــه می توانــد به طــور چشــمگیری بــر  دارد 
تأثیــر بگــذارد )22(. همچنیــن شــدت فعالیــت می توانــد بــر 
ــی  ــه برخ ک ــه ای  ــد، به گون ــته باش ــر داش ــتخوان تأثی ــم اس ک ترا
کــه اثربخشــی تمرینــات بدنــی را نشــان داده انــد،  مطالعاتــی 
گرفته انــد )23(، زیــرا افزایــش  از شــدت فعالیــت بالایــی بهــره 
ــر اســتخوان از طریــق تحمــل وزن بیشــتر، همچنیــن  فشــار ب
انقبــاض  افزایــش  طریــق  از  اســتخوان  بــر  فشــار  افزایــش 

کــم اســتخوان مؤثــر اســت )24(. عضانــی، بــر میــزان ترا
 Runx2 نقــش شناخته شــده مســیر  گرفتــن  نظــر  بــا در 
بــه ســن  مربــوط  تغییــرات  بهتــر  بــرای درک  و  اســتئوژنز  در 
ــروری  ــی، ض ــک مکانیک ــی از تحری ــتئوژنیک ناش ــز اس در تمای
بــه  قــادر  مکانیکــی  فشــار  چگونــه  شــود  کشــف  کــه  اســت 
بهبــود خــواص بیومکانیکــی اســتخوان و برخــی نشــانگرهای 
ایــن  از  هــدف  بنابرایــن،  استئوباست هاســت.  تمایــز 
miR-204  مطالعــه تعییــن تأثیــر تمرینــات مقاومتــی بــر بیــان
عملکــرد  و  تشــکیل  منفــی  تنظیم کننده هــای  به عنــوان 
تعدیل شــده  تأثیــرات  از  گاهــی  آ همچنیــن  اســت.   Runx2
گی هــای  ــر تغییــرات ویژ پروتکل هــای تمرین هــای مختلــف ب
کثــر  حدا )ســختی،  بیومکانیکــی  پارامترهــای  بیومکانیکــی 
افــراد  در  به ویــژه  اســتخوان  شکســت(  انــرژی  و  مقاومــت 
ســالمند هنــوز بســیار محــدود اســت. بنابرایــن، فــرض مــا 
تمرینــات  طریــق  از  ارائه شــده  تحریــکات  کــه  اســت  ایــن 
راه  به عنــوان  اســت  ممکــن  ســالمندی،  دوره  در  ورزشــی 
ــا جلوگیــری از پیام رســانی مولکولــی داخل ســلولی  مفیــدی ب
ــواص  ــود خ ــه بهب ــود، ب ــتخوان می ش ــی اس ــه پوک ــر ب ــه منج ک
بیومکانیکــی اســتخوان عمــل منجــر شــود. ازایــن رو ضــروری 
کنتــرل  در  ورزش  نقــش  بــه  توجــه  بــا  تــا  می رســد  به نظــر 
پوکــی اســتخوان و عــدم بررســی ســازوکارهای ریزمولکولــی 
مؤثــر بــر اختــالات اســتخوانی، بــرای نخســتین بــار تغییــرات 
بــه  miRNA مغــز اســتخوان در پاســخ  بیــان برخــی  ســطح 

در  اســتقامتی  و  مقاومتــی  تمریــن  مختلــف  شــدت های 
بررســی شــود. نــژاد ویســتار م  موش هــای ســالمند 

روش پژوهش

ســر   24 تعــداد  حاضــر  پژوهــش  در  پژوهــش:  نمونه هــای 
مــوش صحرایــی نــر نــژاد ویســتار بــا میانگیــن وزنــی 438/27 
گــرم در 23 ماهگــی از مؤسســه انســتیتو پاســتور ایــران تهیــه 
شــد و در شــرایط دمایــی 3±22 درجــه ســانتی گراد در شــرایط 
غــذای  بــا  و  نگهــداری  روشــنایی  و  تاریکــی  ســاعت   12:12
مخصــوص مــوش صحرایــی و آب تغذیــه شــدند. همچنیــن، 
)آشناســازی،  حیوانــات  بــا  رفتــار  نحــوه  و  قـــوانین  تمامــی 
انجمــن  براســاس  حیــوان(  کشــتن  و  بی هوشــی  تمریــن، 
حیوانــات  از  مراقبــت  بین المللــی  اعتباربخشــی  و  ارزیابــی 
تحصیــات  و  پــــژوهشی  معاونــت  تأییــد  بــا  و  آزمایشــگاهی 
گرفــت. حیوان هــا پــس از  تکمیلــی دانشــگاه شــهرکرد انجــام 
یــک هفتــه آشــنایی با محیط آزمایشــگاه با تــرازوی دیجیتالی 
وزن گیــری   SF-400A مــدل  یک دهــم  دقــت  بــا  گــرم   2000
شــدند و به صــورت تصادفــی براســاس همسان ســازی وزن 
ــروه  گ ــا تعــداد مســاوی 8 ســر  ــروه ب گ ــه ســه  اولیــه موش هــا ب
 )MIRT( و تمریــن مقاومتــی بــا شــدت متوســط )C( کنتــرل
ــدند.  ــیم ش ــالا )HIRT( تقس ــدت ب ــا ش ــی ب ــن مقاومت و تمری

ــت. ــرار نگرف ــی ق ــه خاص ــت مداخل ــرل تح کنت ــروه  گ
پژوهــش  مقاومتــی  تمریــن  پروتــکل  پژوهــش:  پروتــکل 
گــروه تمریــن  کــه موش هــا در هــر دو  بــه ایــن صــورت بــود 
شــدت  بــا  مقاومتــی  تمریــن  و  زیــاد  شــدت  بــا  مقاومتــی 
متوســط را به منظــور آشناســازی بــا نحــوه اجــرای پروتــکل 
تمرینــی یــک هفتــه بــدون وزنــه تمریــن بــالا رفتــن از نردبــان 
انجــام دادنــد. پــس از آخریــن جلســه ســازگاری، از حیوانــات 
گرفتــه   )MVCC( ارادی8  حمــل  ظرفیــت  کثــر  حدا آزمــون 
حمل شــده  بــار  بالاتریــن  به عنــوان   MVCC ســپس  شــد. 
ســازگاری  بــه  توجــه  بــا   .)25( شــد  تعریــف  موفقیت آمیــز 
مجــدداً  چهــارم،  هفتــه  انتهــای  در  تمریــن  بــا  حیوانــات 
تمریــن  شــدت  و  شــد  گرفتــه   MVCC آزمــون  حیوانــات  از 
.)27-26( شــد  تعییــن  جدیــد  آزمــون  براســاس  حیوانــات 
پروتــکل تمریــن مقاومتــی شــامل بــالا رفتــن از نردبــان 
تمرینــی مخصــوص )طــول 110 ســانتی متر، شــیب 80 درجــه، 
26 پلــه و دو ســانتی متر فضــای بیــن هــر پلــه( شــامل دو نــوع 
تمریــن مقاومتــی بــا شــدت بــالا و شــدت متوســط بــه مــدت 

ــود )جــدول 1( )27-26(. 8 هفتــه و 5 روز در هفتــه ب
ــر ظرفیــت حمــل ارادی  کث آزمــون به منظــور تعییــن حدا

گی های استخوان سالمندان فارسانی و همکاراناثر تمرین مقاومتی بر ویژ



42

بهار و تابستان 1400/ دوره 14/ شماره 1فیزیولوژی ورزش و فعالیت بدنی

کثــر ظرفیــت حمــل ارادی،  )MVCC(: به منظــور تعییــن حدا
ــد  ــل ش ــا متص ــه دم آنه ــوان ب ــدن حی ــد وزن ب ــه 75 درص وزن
و حیــوان شــروع بــه بــالا رفتــن از نردبــان بــا حمــل ایــن بــار 
گــرم بــه بــار تمرینــی  کــرد، ســپس بــه ازای هــر تکــرار موفــق 30 
تکرارشــده قبلــی اضافــه شــد. در بــالای نردبــان دو دقیقــه 
تــا  روش  ایــن  داشــت.  وجــود  صعــود  هــر  بیــن  اســتراحت 
ــان در ســه  کل طــول نردب ــه صعــود  ــه مــوش موفــق ب زمانی ک
کثــر  حدا اندازه گیــری  شــد.  تکــرار  می شــد،  متوالــی  تــاش 
و در  و چهــارم  اول  ارادی در شــروع هفتــه  ظرفیــت حمــل 

گرفــت )25(. پایــان هفتــه هشــتم انجــام 
روش هــای آزمایشــگاهی: اســتخراج بافــت و آماده ســازی 
خمــش  اندازه گیــری  به منظــور  اســتخوانی  نمونه هــای 
تمریــن،  جلســه  آخریــن  از  بعــد  ســاعت   72 ســه نقطه ای: 
کتامیــن )30  موش هــای صحرایــی بــا تزریــق درون صفاقــی 
کیلوگــرم وزن بــدن( و زایازیــن )ســه- پنــج  تــا 50 میلی گــرم در 
 .)28( شــدند  بی هــوش  بــدن(  وزن  کیلوگــرم  در  میلی گــرم 
درشــت نئی راســت به منظــور مطالعــه مورفومتــری پــس 
کســازی بافت هــای نــرم و اســتخراج مغــز اســتخوان در  از پا
گرفــت. درشــت نئی راســت از  محلــول فرمالیــن 10 درصــد قــرار 
ــا زمــان انجــام  بافــت نــرم به منظــور ارزیابی هــا جــدا شــده و ت
آزمــون در دمــای 20- درجــه ســانتی گراد منجمــد نگهــداری 
شــد )29(. ســه ســاعت قبــل از آزمــون، نمونه هــا در دمــای 
اتــاق قــرار داده شــده و بــا ســالین مرطــوب شــدند. ســپس 
بــه آزمایشــگاه خــواص مکانیکــی انتقــال داده شــدند و مــورد 
 )SANTAM آزمــون نیــروی خمشــی ســه نقطه ای )دســتگاه

گرفتنــد. کــره قــرار  مــدل DBBP-50 ســاخت 
کــه پــس از انتخــاب  طــرز انجــام ایــن آزمــون چنیــن بــود 
شــاخص های مربــوط بــه انجــام آزمــون در نرم افــزار دســتگاه، 
فک هــای دســتگاه متناســب بــا آزمــون خمشــی ســه نقطه ای 
داخــل  از  اســتخوانی  نمونــه  خــروج  از  پــس  شــد.  تنظیــم 
فلــزی  تکیــه گاه  دو  روی  بافاصلــه  فیزیولوژیــک،  ســرم 
به صــورت قدامــی- خلفــی روی فک هــای پایینــی دســتگاه 

گرفــت. ســپس فــک بــالا به صــورت عمــودی بــر محــور  قــرار 
بــر دقیقــه  ثابــت 10 میلی متــر  بــا ســرعت  طولــی اســتخوان 
کــرد. بــرای اطمینــان از یکپارچگــی نقــاط اعمــال نیــرو  حرکــت 
در همــه نمونه هــای اســتخوان درشــت نئی، بــا اســتقرار در 
کولیــس روی ســر دور از تنــه )دیســتال( و نزدیــک بــه  دهانــه 
تنــه )پروگزیمــال( اســتخوان، نمونــه اســتخوانی به گونــه ای 
کــه نقطــه اثــر نیــروی  گرفــت  روی پایه هــای دســتگاه جــای 
بافــت اســتخوان، وارد  دســتگاه، درســت در نقطــه میانــی 
گســیختگی بافــت اســتخوانی و  شــود. بــار اعمال شــده هنــگام 
 منحنــی نیــرو - جابه جایــی به طــور خــودکار توســط نرم افــزار
 دســتگاه ترســیم شــد و در نمایشــگر رایانه متصل به دستگاه،

ثبت شد )30(.
به منظــور  اســتخوانی  مغــز  نمونه هــای  آماده ســازی 
مغــز  جمــع آوری  روش  مولکولی-ســلولی:  اندازه گیــری 
کــه ابتــدا اســتخوان تیبیــا جــدا  اســتخوان بدین صــورت بــود 
ک شــد و  شــد و تــا حــد امــکان عضــات و بافــت نــرم اطــراف پــا
دو انتهــای اســتخوان بــا اســتفاده از مته دندان پزشــکی قطع 
گردیــد و بــا آنژیوکــت شــماره 18 و ســرنگ پیســتون دار مغــز 
 RNase استخوان استخراج و در میکروتیوب های فاقد آنزیم
گرفتنــد، نهایــت مغــز اســتخوان های جمع آوری شــده  قــرار 
درجــه   -80 دمــای  در  ســپس  و  نیتــروژن  تانــک  در   ابتــدا 

منجمد شده و به آزمایشگاه انتقال داده شدند.
کل   RNA محتــوی  اســتخراج   :RNA اســتخراج 
 ،IraiZol kit RB1001( ایرایــزول  کیــت  از  اســتفاده  بــا 
زیســت فناوران رنــا، اصفهــان، ایــران(، مطابــق دســتورالعمل 
گرفــت. میقــدار 100 میلی گــرم از بافــت  شــرکت ســازنده انجــام 
مغــز اســتخوان، در هــاون اســتریل در حضــور یــک میلی لیتــر 
از بافــر ایرایــزول ســائیده شــد تــا محلــول همگــن به وجــود آیــد 
ــه مــدت  ــه اســتریل دو میلی لیتــر منتقــل و ب ــه لول و ســپس ب
پنــج دقیقــه در دمــای محیــط قــرار داده شــد. مقــدار 200 
کلروفــورم بــه آن افــزوده و 15-10 ثانیــه به شــدت  میکرولیتــر 
تــکان داده شــد و ســپس بــه مــدت 5 دقیقــه در محیــط قــرار 

جدول ۱. برنامة تمرین مقاومتی با شدت متوسط و بالا به مدت 8 هفته در موش های سالمند نژاد ویستار

شدت فعالیتتعداد جلسه در هفتهنوع تمرین
تعداد وهله های 

فعالیت

استراحت بین 

وهله های فعالیت
تعداد هفته

MIRT5MVCC 28 دقیقه14-20 بار60 درصد

HIRT5MVCC 18 دقیقه9-10 بار80 درصد

کثر ظرفیت حمل ارادی MIRT =تمرین مقاومتی با شدت متوسط، HIRT =تمرین مقاومتی با شدت بالا و MVCC= حدا
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فارسانی و همکاران

گرفــت. لوله هــا بــه مــدت 5 دقیقــه در g  10000 ســانتریفیوژ 
شــدند. پــس از انتقــال فــاز شــفاف-رویی بــه لولــه جدیــد، 
یــک میلی لیتــر  به منظــور رســوب دادن نوکلئیــک اســیدها 
اتانــول مطلــق ســرد بــه آن افــزوده شــده و بــه مــدت 10 دقیقــه 
  g C20ل- قــرار داده شــد. لوله هــا بــه مــدت 5 دقیقــه در  در̊ 
10000 ســانتریفیوژ شــدند و پــس از حــذف فــاز رویــی، یــک 
بــه  شست وشــو،  به منظــور  درصــد،   80 اتانــول  میلی لیتــر 
کــردن  ج  لوله هــا افــزوده و ســانتریفیوژ تکــرار شــد. پــس از خــار
رســوب  تیــوب،  داخــل  محتــوای  شــدن  خشــک  و  اتانــول 
RNA در 30 میکرولیتــر آب دو بــار تقطیــر اســتریل حــل شــد. 
کمیــت RNA اســتخراجی، با اســتفاده از الکتروفورز  کیفیــت و 
 260/280  ≥  1/8( نــوری  جــذب  ســنجش  و  گارز  آ ژل 
دســتگاه  به وســیله   )1/8  ≥  260/230  ≥  2/2  ،1/5  ≥
،NanoDrop 1000 Spectrophotometer V3.8(  نانــودراپ 

ترموفیشرساینتیفیک، آمریکا( مشخص شد.
ــی  ــی احتمال ســنتز cDNA: ابتــدا به منظــور حــذف آلودگ
 DNaseI آنزیــم  از  اســتخراجی،   RNA محصــول  از   ،DNA
)زیســت فناوران رنــا، اصفهــان، ایــران( اســتفاده شــد. مقــدار 
یــک میکرولیتــر  ئ)2U/μl( و   DNaseI آنزیــم 0/5 میکرولیتــر 

بافــر )X10( بــه پنــج میکروگــرم RNA افــزوده شــده و بــه مــدت 
 cDNA ســنتز  ســپس  شــد،  داده  قــرار  Cی37  در̊  دقیقــه   15
کیــت RB cDNA synthesis )زیســت فناوران  بــا اســتفاده از 
رنــا، اصفهــان، ایــران(، مطابــق دســتورالعمل شــرکت ســازنده 
گرفــت. در مراحــل ســنتز cDNA از دو آغازگــر مختلــف  انجــام 
اســتفاده شــد. بــرای ســنتز cDNA ژن miR-204 از آغازگــر 
اختصاصــی mir و بــرای ســنتز cDNA ژن هــای RUNX2 و 
Actin mus از آغازگر عمومی Oligo dTی )mer 16( استفاده شد.
بــرای  آغازگرهــا  طراحــی   :Real-Time PCR کنــش  وا
ژن هــای  از  بخشــی  تکثیــر  و   miR-204 ژن  کامــل  تکثیــر 
بــرای   .)2 )جــدول  گرفــت  انجــام   Actin mus و   RUNX2
دســتگاه  از   RUNX2 و   miR-204 ژن هــای  بیــان  ارزیابــی 
،Step One 48 well مــدل Applied biosystem( ترموســایکلر 
 RB S3p ــم ــل تای ترموفیشرســاینتیفیک، آمریــکا( و مســتر ری
رنــا،  )زیســت فناوران   )2X( SYBR Green Master Mixی 
اصفهان، ایران(،  طبق برنامه ارائه شــده توســط شــرکت های 
Quantitation-Comparative Ct روش  بــه   ســازنده 
کنــش  گرفــت. بــرای ایــن منظــور مخلــوط وا )ΔΔCt(، انجــام 
ــه حجــم 20 میکرولیتــر، از ترکیــب 10 میکرولیتــر مســتر ریــل  ب

گی های استخوان سالمندان اثر تمرین مقاومتی بر ویژ

Actin mus 2۰4 و-miR ، RUNX2 گرهای جدول 2. توالی آغاز

نام پرایمرتوالی آغازگرها   5'................ 3'دمای اتصالطول قطعه PCRشمارة دسترسی

NM_031144.3bp 26556C̊
ATG GTG GGT ATG GGT CAG AAG GF

Actin mus
TGG CTG GGG TGT TGA AGG TCR

XM_017596552bp 19853C̊
CCG GGA ATG ATG AGA ACT AF

RUNX2
GAC CGT CCA CTG TCA CTT TR

NR_031919.1-55C̊TTC CCT TTG TCA TCC TAT GCC TF204-mir

ــدام از  ک ــرم cDNA و 0/25 میکرومــولار از هــر  ــم، 100 نانوگ تای
 آغازگرهای رفت و برگشت، آماده شد و با برنامه دمایی̊ Cس95 
Cس95 به صــورت̊  چرخــه   45 و  5دقیقــه  اولیــه(   )واسرشــت 
)واسرشــت(̊ Cس15 ثانیــه، دمــای اختصاصــی )جــدول 2( هــر 
جفــت آغازگــر )اتصــال( 25 ثانیــه و̊ Cس72 )گســترش( 30 ثانیــه، 
در دســتگاه ترموســایکلر اجــرا شــد. به منظــور ارزیابــی صحــت 
کنــش و تکثیــر اختصاصــی آغازگرهــا، منحنــی ذوب  انجــام وا

در بــازه دمایــی̊ Cس95-60 ترســیم شــد.
 )Ct( آســتانه  چرخــه   ،qPCR کنــش  وا اتمــام  از  پــس 
میــزان  و   mRNA اولیــه  نســخه های  تعــداد  نمایانگــر  کــه 

 ،2.3  .V( StepOneس  نرم افــزار  به وســیله  اســت،  ژن  بیــان 
از  هریــک  بــرای  آمریــکا(،   ،ABI ترموفیشرســاینتیفیک، 
نمونه هــا تعییــن شــد. در ایــن مطالعــه به منظــور به دســت 
 LinRegPCR نرم افــزار  از  آغازگرهــا  جفــت  کارایــی  آوردن 
کارایــی  س)V. 2012، آمســتردام، هلنــد( اســتفاده شــد. میــزان 

به دســت آمده بــرای جفــت آغازگرهــا تقریبــاً بــا هــم مشــابه 
بــود، بــه همیــن دلیــل برای ســنجش نســبی بیــان متغیرهای 
ی2 اســتفاده شــد )31(. در 

-Ct∆∆ موردنظــر از رابطــه ریاضیاتــی
کنتــرل داخلــی بــرای  ایــن تحقیــق از ژن Actin mus به عنــوان 
طبیعی ســازی داده هــای بیــان ژن اســتفاده شــد. در رابطــه  
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کنتــرل  یCt1 ،2∆ از تفریــق Ctهــای ژن هــدف از Ctهــای 

-Ct∆∆

Ct هــای ژن هــدف از میانگیــن  Ct2∆ از تفریــق   داخلــی، و 
مقادیــر  بدین ترتیــب  آمــد.  به دســت  شــم  گــروه  Ctهــای 
ی2 به دســت آمدنــد، در تمام 

-Ct∆∆ کــه از رابطــه نســبی بیــان ژن 
از  هیچ کــدام  و  بودنــد  مقایســه  قابــل   cDNA نمونه هــای 
کنترل حذف نخواهد شــد. داده هــای مربــوط بــه نمونه های 

از  واریانس هــا  برابــری  بررســی  به منظــور  آمــاری:   تحلیــل 
آزمــون لویــن و بــرای بررســی توزیــع طبیعــی داده هــا از آزمــون 
اثربخشــی  بررســی  بــرای  شــد.  اســتفاده  ویلــک  شــاپیرو 
مداخــات بــر بیــان ژن هــای Runx2 و miR-204 از آزمــون 
 MVCC ،کروســکال والیــس و بــرای مقایســه تغییــرات وزن
و خــواص بیومکانیکــی اســتخوان ها از آزمــون آنــوا تک راهــه 
آمــاری  تحلیــل  شــد.  اســتفاده   )ANOVA ONE WAY(

بهار و تابستان 1400/ دوره 14/ شماره 1فیزیولوژی ورزش و فعالیت بدنی

کنتــرل پــس از 8 هفتــه  گــروه  گــروه تمریــن مقاومتــی بــا شــدت متوســط و بــالا و  جــدول 3. میانگیــن تغییــرات وزن )گــرم( و MVCC )گــرم( در دو 

مداخلــة تمرینــی در موش هــای ســالمند

تعدادگروه هامتغیرها
وزن نهایی )گرم(وزن هفتة چهارم )گرم(وزن اولیه )گرم(

انحراف معیارمیانگینانحراف معیارمیانگینانحراف معیارمیانگین

وزن )گرم(

 HIRT8434/137/8434/3739/2424/635

 MIRT8434/237/942538/942638/7

 C8445/5024/0745230/93441/8727/95

P Values0/8320/5280/578

MVCC)گرم(

 HIRT832535/04421/8165/7563/579/6

 MIRT8340/841/6425/281/9474/773/6

 C8340/734/6343109/3343/2109/9

نتایج آزمون آنوا تک راهه. سطح معناداری P<0/05. تمرین مقاومتی با شدت متوسط )MIRT( و تمرین مقاومتی با شدت بالا 
)C( کنترل گروه  )HIRT( و 

کنتــرل پــس از 8 هفتــه مداخلــة  گــروه  گــروه تمریــن مقاومتــی بــا شــدت متوســط و بــالا و  جــدول 4. مقایســة مقادیــر mir-2۰4 و Runx2 در دو 

تمرینــی در موش هــای ســالمند

تعدادگروه ها
MIR-204Runx2

انحراف معیارمیانگینانحراف معیارمیانگین

 HIRT80/670/511/090/40

 MIRT80/830/410/850/33

 C81/140/601/271/03

P Values0/5390/96

کروسکال والیس به منظور مقایسة تغییرات بین گروهی. سطح معناداری P<0/05، تمرین مقاومتی با شدت متوسط  نتایج آزمون 
)C( کنترل گروه  )MIRT( و تمرین مقاومتی با شدت بالا )HIRT( و 
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گــروه تمریــن مقاومتــی  گی هــای بیومکانیکــی اســتخوان موش هــای صحرایــی در ســه  جــدول 5. تحلیــل واریانــس یک راهــه بــرای مقایســة ویژ

کنتــرل بــا روش خمــش ســه نقطه ای گــروه  شــدید، متوســط و 

FPانحراف استانداردمیانگینگروهمتغیر

نیرو یا بار )نیوتن(

C133/869/40

0/210/81 MIRT156/4668/47

HIRT156/6035/39

قدرت استخوان یا 

استرس )مگاپاسکال(

C10/511/49

0/220/80 MIRT12/641/99

HIRT11/763/44

انرژی )ژول(

C62/627/60

0/250/99 MIRT65/7525/60

HIRT60/8625/31

مدولاسیون 

)مگاپاسکال(

C1642/1224/34

0/190/82 MIRT2413/6645/59

HIRT2204/71085/53

تغییر شکل تا نقطة 

کثر استحکام  حدا

)میلی متر(

C0/580/09

0/250/77 MIRT0/550/14

HIRT0/500/12

نتایج آزمون آنوا تک راهه. سطح معناداری P<0/05. تمرین مقاومتی با شدت متوسط )MIRT( و تمرین مقاومتی با شدت بالا 
)C( کنترل گروه  )HIRT( و 

گرفــت. معنــادار بــودن  بــا نرم افــزار SPSS نســخه 21 انجــام 
تفاوت هــای داده هــا در ســطح P≥ 0/05 محاســبه شــد.

نتایج

صحرایــی  موش هــای   MVCC و  وزن  تغییــرات   3 جــدول 
گروه هــای مختلــف مطالعــه نشــان می دهــد.  ســالمند را در 
خــواص   ،mir-204 بیــان  میــزان  داد  نشــان  نتایــج 
گــروه مقاومتــی شــدید، متوســط  بیومکانیکــی و وزن در ســه 
 )P<0/05( نداشــت  معنــاداری  تفــاوت  کنتــرل  گــروه  و 

.)5 4و   ،3 )جدول هــای 

بحث و نتیجه گیری

ــار مکانیکــی از طریــق 8 هفتــه تمریــن  در پژوهــش حاضــر، ب
 Runx2 ی،mir-204 مقاومتــی بــا شــدت های مختلــف بــر بیــان
و همچنیــن خــواص بیومکانیکــی در موش هــای صحرایــی 
نــر به منظــور تعمیــم اثــر بــار مکانیکــی بــر اســتئوژنز بررســی 
کــه داده هــا نشــان داد بیــان ژن mir-204،ی Runx2 در  شــد 
گــروه پــس از 8 هفتــه تمریــن مقاومتــی بــا شــدت های  ســه 
یافته هــای پژوهــش  تفــاوت معنــاداری نداشــت.  مختلــف 
نشــان می دهــد  کــه  اســت  قبلــی  بــا مشــاهدات  مــا مغایــر 
گــردش خــون )32(  برخــیmicroRNAs  در عضلــه اســکلتی و 
Runx2 در بافــت و مغــز اســتخوان )33( بــه تمرین هــای  و 
ــی  ــک مکانیک ــر، تحری ــوی دیگ ــد. از س ــخ می ده ــی پاس ورزش
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را  استئوباســت  ســلول های  تکثیــر  می توانــد  مناســب 
گــزارش شــده اســت  کنــد )11(. عاوه بــر ایــن، اخیــراً  تقویــت 
بافــت  درون  ریــز  مولکول هــای  مقاومتــی  تمرینــات  کــه 
اســتخوانی در دوران ســالمندی را تغییــر می دهــد )11(. امــا 
یافته هــای  بــا  حاضــر  پژوهــش  یافته هــای  مغایــرت  علــت 
بــالا می توانــد مرتبــط بــا برخــی دلایــل احتمالــی ماننــد ســن 
ــار  ــوع ب ــاه مطالعــه و ن کوت موش هــای صحرایــی )34(، زمــان 
مکانیکــی اعمال شــده باشــد )35(. از طرفــی پاســخ پذیری 
ــه فعالیــت بدنــی بهتــر از افــراد مســن اســت )34(.  ــان ب جوان
کــه  بــرای نمونــه، ترنــر 9و همــکاران )1995( نشــان دادنــد 
پاســخ اســتئوژنیک موش هــای جــوان نســبت بــه موش هــای 
کــه موش هــای مســن  مســن بالاتــر اســت، هرچنــد زمانــی 
فعالیــت می کردنــد، ســلول های موش هــای مســن هماننــد 
بــار  بــه  پاســخگویی  توانایــی  دارای  جــوان  موش هــای 
تغییــرات  برخــی  می رســد  به نظــر   .)34( بودنــد  مکانیکــی 
هورمون هــا،  مکانیکــی،  پیام هــای  در  ســن  بــا  مرتبــط 
کاهــش پاســخ اســکلت  عوامــل رشــد و ســیتوکین ها موجــب 
همچنیــن   .)36( می شــود  مکانیکــی  بــار  بــه  ســالمندان 
مســیرهای  کــردن  فعــال  بــرای  مکانیکــی  بــار  توانایــی 
مکانیکــی  بــار  نــوع  به وســیله  اســتخوان  در  پیام رســانی 
اعمال شــده بــر اســتخوان تعییــن می شــود )22(، زیــرا قــدرت 
کــم اســتخوان و تأثیــر آن روی محــل اســکلت  ــا ترا عضانــی ب
کــه تأثیــر  کــه بیشــتر مطالعاتــی  ارتبــاط دارد )37(. از آنجایــی 
ــا  ــش از 150 ت ــتند، بی ــتخوان داش ــازی اس ــر بازس ــاداری ب معن
کوتــاه پژوهــش حاضــر  کشــیدند مــدت زمــان  200 روز طــول 
نیــز از علــل عــدم تأثیــر ایــن نــوع فعالیــت بدنــی بــر ایــن عوامــل 
فعالیــت  به نظــر می رســد  بــود )38(.  اســتخوان  بــا  مرتبــط 
بدنــی طولانی مــدت بــرای حفــظ تــوده اســتخوان ضــروری 

 .)38( اســت 
ورزشــی  تمرینــات  کــه  داد  نشــان  نتایــج  همچنیــن 
خــواص  در  تغییــری  مختلــف  شــدت های  در  مقاومتــی 
صحرایــی  موش هــای  تیبیــای  اســتخوان  بیومکانیکــی 
کنتــرل  گــروه  بــه موش هــای  نســبت  تمرین  کــرده  ســالمند 
مطالعــه  نتایــج  بــا  متفــاوت  کنونــی  نتایــج  نکــرد.  ایجــاد 
بودنــد  کــرده  گــزارش  آنهــا  بــود.  همــکاران  و  ســینگیولانی 
کــه 16 هفتــه تمرینــات قدرتــی ســبب ایجــاد تأثیــرات مفیــد 
موش هــای  اســتخوانی  بافــت  بیومکانیــک  پارامترهــای  در 
کنتــرل شــد )11(. توضیــح  گــروه  تمرین کــرده در مقایســه بــا 
قابــل قبــول بــرای عــدم ســازگاری مطالعــه حاضــر بــا مطالعــات 
قبلــی ممکــن اســت مربــوط بــه بــار مکانیکــی متفــاوت، روش 

حیوانــات  متفــاوت  اســترین  میــزان  و  ســن  اندازه گیــری، 
ــن  ــه ای ک ــود  ــده ب ــزارش ش گ ــاً  ــن، قب ــر ای ــد )39(. عاوه ب باش
طــول دوره تمریــن )8 هفتــه( تفــاوت معنــاداری در خــواص 
کــه حتــی هنــگام  بیومکانیکــی ایجــاد نکــرده بــود؛ بدان معنــا 
اســتفاده از تمریــن مقاومتــی شــدید، مــدت تمریــن نقــش 

.)40( دارد  اســتخوان ها  انطبــاق  در  اساســی 
احتمالــی  دلایــل  از  گفــت  می تــوان  کلــی  به طــور 
و   microRNA-204 بیــان  تغییــر  نتیجه گیــری  عــدم 
خــواص  برخــی  و   Runx2 اســتئوژنز  نســخه برداری  عامــل 
ســن  می توانــد  حاضــر  تحقیــق  در  اســتخوان  بیومکانیکــی 
کــه تمریــن  شــروع تمریــن باشــد، چــون در بیشــتر تحقیقاتــی 
مؤثــر بــوده، موش هــا در ســن رشــد و جوانــی بوده انــد. دلیــل 
ــاید  ــد، ش ــان تمریــن باش ــدت زم ــد م ــی دیگــر می توان احتمال
ســالمندان بــه دوره هــای تمریــن بــا زمان بیشــتر پاســخ دهند 
کــه ایــن موضــوع بــه بررســی های بیشــتری نیــاز دارد. به نظــر 
می رســد به منظــور پاســخ اســتخوان بــه تمریــن ورزشــی در 
دوران ســالمندی بــه دوره هــای تمریــن طولانی تــری نســبت 
بــه جوانــان نیــاز اســت. در مطالعــه حاضــر، عوامــل موردنظــر 
فقــط در مرحلــه پس آزمــون اندازه گیــری شــد و از مقــدار اولیــه 
ایــن عوامــل در مرحلــه قبــل و حیــن مداخلــه اطاعاتــی در 
دســترس نیســت و ایــن عامــل هــم می توانــد از دیگــر عوامــل 
ــون  ــن چ ــد. همچنی ــادار باش ــج معن ــه نتای ــتیابی ب ــدم دس ع
در ایــن پژوهــش بــه مغــز اســتخوان افــراد ســالمند نیــاز بــود، 
کوتــاه مــوش  از مــوش صحرایــی اســتفاده شــد و به دلیــل عمــر 
صحرایــی قــادر بــه اجــرای دوره تمرینــی طولانی تــری نبودیم.
بیــان  کــه  از تحقیــق حاضــر نشــان داد  نتایــج حاصــل 
ژن  mir-204،ی Runx2 و خــواص بیومکانیکــی اســتخوان در 
گــروه پــس از 8 هفتــه تمریــن مقاومتــی بــا شــدت های  ســه 
کوتــاه  مختلــف تفــاوت معنــی داری نداشــت و احتمــالًا زمــان 
و مغــز  بافــت  بــر  تغییــر معنــادار  ایجــاد  عــدم  علــت  تمریــن 
اســتخوان اســت، بنابرایــن پیشــنهاد می شــود در تحقیقــات 
بعــدی تأثیــر تمریــن مقاومتــی و اســتقامتی بــا مــدت زمــان 

طولانی تــر در افــراد ســالمند زن و مــرد بررســی شــود.
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بــرای حمایــت تکنیکــی در تجزیه وتحلیــل  مهــدی خزایــی 
می دارنــد.  اعــام  مولکولــی،  و  ســلولی 

پی نوشت ها

1 Mesenchymal Stem Cell
2 Peroxisome proliferator-activated receptor alpha
3 Runt-Related Transcription Factor 2
4 Collagen Type I
5 Osteopontin
6 Bone Sialo-Protein
7 Oscteoclacin
8 Maximum Voluntary Carrying Capacity
9 Turner
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