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Abstract

Background and Purpose: There is a close relationship between liver mitochondrial dysfunction and 
the development of obesity and insulin resistance. As observed in type 2 diabetes, in conditions of insulin 
resistance, a decrease in insulin sensitivity of liver cells, skeletal muscle and fat cells is observed. In recent 
decades, physical activity has become a key tool in controlling many diseases, including type 2 diabetes, 
and studies have shown that various training protocols are effective in reducing the epidemic and improve-
ment of some metabolic functions of the liver. The purpose of this study was to evaluate the effect of eight 
weeks of high intensity interval training (HIIT) on Parkin and Pink1 proteins in the liver tissue of type 2 
diabetic rats.
Materials and Methods: In an experimental design, 30 three-month-old adult male Wistar rats with a 
weight range of 250-300 g were randomly divided into three groups of 10 including healthy control (C: 
intraperitoneal injection of saline), Diabetic control (D: diabetic with high-fat diet combined with intra-
peritoneal injection of streptozotocin) and trained diabetic (D+T: diabetic with exercise) were divided. 
The training protocol encompassed running at an intensity of 85%-90% of the maximum speed in 6 to 12 
two-minute intervals; 5 days a week for eight weeks. Fourty eight hours after the last training session and 
after 12 to 14 hours of fasting, all rats were anesthetized and operated by a trained specialist without pain. 
A method based on Western blotting was used to determine changes in the expression profile of Parkin 
and Pink1 proteins in the heart muscle tissue (left ventricle) of rats. The two-way analysis of variance and 
Bonferroni’s post-hoc test were used to analyze the data.
Results: Induction of diabetes (D) causes a 51% and 63% increase in Parkin and Pink1 proteins, respec-
tively, although it is not statistically significant (P>0.05). In addition, exercise intervention caused a 45% 
and 38% decrease in Parkin and Pink1 in the trained diabetic group (D+T) compared to the diabetic group 
(D), but it was not significant (P≥0.05).
Conclusion: According to the results, it can be stated that eight weeks of HIIT is insufficient to observe a 
significant reduction of mitophagy in the liver tissue of diabetic rats. At the same time, based on the partial 
changes of the indices, HIIT might be a preventive measure against the abnormal increase of mitophagy as 
a result of type 2 diabetes. However, to making a definite conclusion about these indices and how they are 
affected by different conditions more researches are needed.
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نشریه فیزیولوژی ورزش و فعالیت بدنی
1402/ دوره 16/ شماره 3/ صفحه های 109-101

 Pink1  و  Parkin تأثیر هشت هفته تمرین تناوبی با شدت بالا بر بیان پروتئین های
در بافت کبدی موش های صحرایی نر مبتلا به دیابت نوع دو

، سارا فرج پور خزاعی ، وحید ساری صراف جواد وکیلی*

چکیده

کبــد و توســعۀ چاقــی و مقاومــت بــه انســولین وجــود  کارکــرد میتوکنــدری  زمینــه و هــدف: وابســتگی نزدیکــی بیــن اختــالات 
دارد. همان طورکــه در بیمــاری دیابــت نــوع دو مشــاهده شــده اســت، در شــرایط مقاومــت بــه انســولین، کاهــش حساســیت 
کبــدی، عضلــۀ اســکلتی و ســلول های چربــی مشــاهده می شــود. در طــول دهه هــای اخیــر فعالیــت  انســولین ســلول های 
کنتــرل بســیاری از بیماری هــا از جملــه دیابــت نــوع دو تبدیــل شــده اســت و پژوهش هــا  کلیــدی در  ورزشــی بــه  ابــزار کمکــی 
کاهــش همه گیــری و بهبــود برخــی از عملکردهــای سوخت وســازی  گــون در  گونا کــه روش هــای تمرینــی  نشــان می دهنــد 
کبــد مؤثــر اســت. هــدف ایــن تحقیــق بررســی تأثیــر هشــت هفتــه تمریــن تناوبــی بــا شــدت بــالا بــر شــاخص های Parkin و 

کبــد موش هــای صحرایــی دیابتــی نــوع دو اســت. Pink1 در بافــت 
گــرم به طــور  مــواد و روش هــا: در یــک طــرح تجربــی، 30 ســر مــوش صحرایــی نــر ویســتار ســه ماهه بــا دامنــۀ وزنــی 300-225 
 :D( کنتــرل دیابتــی کنتــرل ســالم )C: تزریــق درون صفاقــی ســرم ســالین(،  ــروه 10 ســری شــامل  گ تصادفــی در یکــی از ســه 
 :D+T( و دیابتــی تمرین کــرده )دیابتی شــده بــا رژیــم غذایــی پرچــرب همــراه بــا تزریــق درون صفاقــی استرپتوزوتوســین
دیابتی شــده به همــراه تمریــن( تقســیم شــدند. روش تمرینــی شــامل دویــدن بــا شــدت 85-90 درصــد ســرعت بیشــینه در 
6 تــا 12 وهلــۀ دودقیقــه ای؛ پنــج روز در هفتــه بــه مــدت هشــت هفتــه بــود. همــۀ آزمودنی هــا، 48 ســاعت پــس از آخریــن 
کارآزمــوده بی هــوش و جراحــی  جلســۀ تمرینــی و پــس از 12 تــا 14 ســاعت ناشــتایی، بــه روش بــدون درد توســط متخصــص 
شــدند. بــرای تعییــن تغییــرات در نیمــرخ بیــان پروتئین هــای  Parkinو Pink1 در بافــت کبــد موش هــا از روش وســترن بــات 
کمتــر از  اســتفاده شــد. از تحلیــل واریانــس یکراهــه و آزمــون تعقیبــی بنفرونــی بــرای تحلیــل داده هــا در ســطح معنــاداری 

پنج صــدم اســتفاده شــد.
گرچــه  نتایــج: القــای دیابــت )D( موجــب افزایــش 51 و 63 درصــدی به ترتیــب در پروتئین هــای Parkin و Pink1 می شــود، ا
کاهــش 45 و 38 درصــدی در Parkin و  از نظــر آمــاری معنــادار نیســت )P≤0/05(. بــا ایــن همــه، مداخلــۀ تمرینــی موجــب 

.)P≤0/05( شــد، ولــی معنــادار نبــود )D( گــروه دیابتــی گــروه دیابتــی تمرین کــرده )D+T( در مقایســه بــا  Pink1 در 
کــه هشــت هفتــه تمرینــات تناوبــی بــا شــدت بــالا )HIIT( بــرای مشــاهدۀ  گفــت  نتیجه گیــری: بــا توجــه بــه نتایــج می تــوان 
کافــی اســت. بــا توجــه بــه انــدک تغییــرات مشاهده شــده،  کبــد موش هــای دیابتــی نا کاهــش معنــادار میتوفــاژی در بافــت 
ــته  ــوع دو داش ــت ن ــاری دیاب ــه بیم ــا ب ــی از ابت ــاژی ناش ــۀ میتوف ــش بی روی ــرای افزای ــگیرانه ب ــکار پیش ــک راه ــاید ی HIIT ش
گــون نیازمنــد  گونا ــارۀ ایــن شــاخص ها و نحــوۀ تأثیرپذیــری آن هــا از شــرایط  ــا ایــن همــه، نتیجه گیــری قطعــی درب باشــد. ب

پژوهش هــای بیشــتری اســت.

کبد، تمرین تناوبی با شدت بالا، دیابت نوع دو، میتوفاژی واژه های کلیدی: بافت 

نحــوه اســتناد بــه ایــن مقالــه: وکیلــی ج، ســاری صــرَاف و، فرج پــور خزاعــی س. تأثیــر تأثیــر هشــت هفتــه تمریــن تناوبــی 
کبــدی موش هــای صحرایــی نــر مبتــا بــه دیابــت نــوع  بــا شــدت بــالا بــر بیــان پروتئین هــای Parkin و Pink1 در بافــت 
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مقدمه
جهــان  در  سوخت وســازی  بیمــاری  شــایع ترین  دیابــت، 
بهداشــت،  جهانــی  ســازمان  ســوی  از  و  مــی رود  به شــمار 
ایــن،  افزون بــر  اســت.  یافتــه  لقــب  نهفتــه«  »همه گیــری 
دیابــت همــواره جــزء ده علــت اصلــی مــرگ در ایــران اســت 
سوخت وســاز  در  اختــال  ایجــاد  بــا  بیمــاری  ایــن   .)1(
کبــد همــراه  درون ســلولی در بســیاری از بافت هــا از جملــه 
کبــدی نیــز  اســت و از عوامــل اصلــی همه گیــری اختــالات 
به شــمار مــی رود )2(. بــا توجــه بــه کارکــرد مهــم کبــد در حفــظ 
، مقاومــت  گلوکــز برداشــت و ذخیره ســازی  بــا  گلوکــز خــون 
کبــدی، یــک  بــه انســولین، به ویــژه مقاومــت بــه انســولین 
عامــل خطــر بــرای نشــانگان سوخت وســازی اســت. انباشــت 
 ، ــز گلوکونئوژن ــش  ــا افزای ــد ب ــدی می توان کب ــرب  ــیدهای چ اس
وارده  فشــار  و  کسایشــی  ا فشــار  مزمــن،  التهــاب   ، لیپوژنــز
پیام رســانی  مســیر  در  اختــال  و  آندوپاســمی  شــبکۀ  بــه 
شــود.  کبــدی  انســولین  بــه  مقاومــت  موجــب  انســولین 
به درســتی، یافته هــای پژوهشــی افزایــش انباشــت چربــی و 
دیابــت را یــک ارتبــاط علــت و معلولــی در نظــر می گیرنــد )3، 

.)4
کار میتوکنــدری در ایجــاد مقاومــت بــه انســولین  اختــال در 
کبــدی ناشــی از اســیدهای چرب کبدی نقــش دارد. اتوفاژی 
میتوکنــدری )میتوفــاژی )Mitophagy((، به عنــوان یــک رونــد 
انتخابــی  به طــور  را  آســیب دیده  میتوکنــدری  کاتابولیکــی، 
کــرده  کار میتوکنــدری را وارونــه  تخریــب می کنــد تــا اختــال 
بــه  توجــه  بــا  کنــد.  حفــظ  را  میتوکنــدری  کار  و  پویایــی  و 
اینکــه میتوکنــدری، مــکان تجزیــۀ اســیدهای چــرب اســت، 
آســیب دیده،  میتوکنــدری  حــذف  بــا  میتوفــاژی  بنابرایــن 
کســایش اســیدهای چــرب میتوکنــدری را فراهــم  ــد ا می توان
کنــد  کبــدی جلوگیــری  ــا از انباشــت اســیدهای چــرب  کنــد ت
کبــدی را بهبــود بخشــد )3(. فراینــد  و مقاومــت بــه انســولین 
میتوفــاژی به وســیلۀ لیگازهــای یوبیکوئیتیــن ماننــد مســیر 
)Parkin RBR E3 ubiquitin-protein ligase(-( Parkin-Pink1
یــک   Pink1 می شــود.  تنظیــم   ))PTEN-induced kinase 1(
کــه توســط ژن Pink1 رمزگــذاری  کینــاز اســت  ســرین/ترئونین 
کار  می شــود و از ســلول در برابــر فشــار ناشــی از اختــال در 
اتصــال  Pink1 موجــب  می کنــد.  محافظــت  میتوکندریایــی 
Parkin بــه میتوکنــدری می شــود )5، 6(. ایــن فراینــد می توانــد 
خــود  نوبــۀ  بــه  کــه  کنــد  فعــال  را  اتوفــاژی  مبــدل  عوامــل 
گــوزوم  )اتوفا دوتایــی  غشــای  کوئل هــای  وا بــه  می تواننــد 
میتوکنــدری  بنابرایــن،  شــوند.  متصــل   ))Autophagosome(
گوزوم هــا احاطــه شــده،  آســیب دیده می توانــد توســط اتوفا
ســپس بــا لیزوزوم هــا بــرای تخریــب میتوکندری هــا ترکیــب 
شــود )7(. بــا توجــه بــه اینکــه ســاخت میتوکنــدری نــو و دفــاع 
کاهــش می یابــد، همــگام بــا افزایــش تجزیــۀ  کسایشــی  ضدا
کارامــد پدیــد  میتوکندریایــی، یــک محتــوای میتوکندریایــی نا
کاهــش عملکــرد آن در بیمــاران مبتــا بــه دیابــت  می آیــد و 

نــوع دو اتفــاق می افتــد )8(.

بهبــود  عاوه بــر  زندگــی  شــیوۀ  بــه  مربــوط  مداخله هــای 
کنتــرل دیابــت نــوع دو  کیفیــت زندگــی، بــرای پیشــگیری و 
به خوبــی شــناخته شــده  کنــون  ا اســت.  مقرون به صرفه تــر 
القــای  بــرای  قــوی  محــرک  بدنــی  فعالیت هــای  کــه  اســت 
در  کــه  بالاســت  در  توصیف شــده  پیام رســانی  مســیرهای 
نهایــت موجــب ایجــاد تغییــرات فنوتیپــی قــوی در محیــط 
کیفیــت شــبکۀ اندامــک را  میتوکنــدری می شــود و کمیــت و 
کــه بــه بهبــود ســامتی منجــر می شــود  بهبــود می بخشــد، 
ــی  ــت میتوکندریای ــی ظرفی ــات بدن ــن، تمرین ــر ای )9(. افزون ب
را در بیمــاران مبتــا بــه دیابــت نــوع دو بازیابــی می کنــد، امــا 
در ایــن بیــن، نقــش میتوفــاژی در ایــن زمینــه بررســی نشــده 

اســت )8(. 
و  ســاختار  نظــر  از  ورزشــی  تمرینــات  تنــوع  بــه  توجــه  بــا 
روش اجــرا، تمرینــات تناوبــی بــا شــدت بــالا )HIIT( شــامل 
تناوب هــای فعالیــت ورزشــی شــدید و وهله هــای اســتراحتی 
فعــال بــا شــدت متوســط تــا کــم اســت کــه بــرای افــراد مختلــف 
بــا توجــه بــه موقعیــت و شــرایط جســمانی قابلیــت تغییــر دارد 
شــدت  در  تنــاوب  به دلیــل   HIIT تمرینــات  اثرگــذاری   .)10(
کــه پــس از اجــرا  اجــرا، موجــب ایجــاد هایپوکســی می شــود 
به دلیــل تولیــد NO خون رســانی افرایــش می یابــد و موجــب 
چربی هــا،  مصــرف  میتوکندریایــی،  آنزیم هــای  فعال ســازی 
افزایش حساســیت به انســولین و کاهش قند خون می شــود 
  HIIT 11(. احمــدی و همــکاران )2022( دو مداخلــۀ تمرینــی(
ــم  ــا رژی ــده ب ــی تغذیه ش ــوش صحرای ــر م و MICT را روی 40 س
کــه هــر دو مداخلــۀ  کردنــد  پرچــرب انجــام دادنــد و بیــان 
گــروه  بــه  نســبت  نعلــی  عضلــۀ   Parkin افزایــش  بــه  تمرینــی 
کســلورد و همــکاران  ــا ایــن همــه، ا کنتــرل منجــر شــد )12(. ب
کــه 12 هفتــه تمرینــات ورزشــی هــوازی  )2019( نشــان دادنــد 
 Parkin کاهــش  موجــب  درصــد(   85  HRMAX  / روز )پنــج 
عضلــۀ اســکلتی در نمونه هــای بیوپســی بزرگســالان غیرفعــال 
می شــود )13(. اریبــات و همــکاران )2018( در بررســی افــراد 
هفتــه   16 از  پــس  و  پیــش  را  میتوفــاژی  وضعیــت  مســن، 
 Pink1 دادنــد  نشــان  و  کردنــد  بررســی  ورزشــی  مداخلــۀ 
از مداخلــه داشــت،  پیــش  بــه  افزایــش معنــاداری نســبت 
کنتــرل و تمریــن تفــاوت  گــروه  درحالی کــه ایــن افزایــش بیــن 
پاســخی  تمرینــی  مداخلــۀ  بــه   Parkin نداشــت.  معنــاداری 
نــداد و تغییــر معنــاداری نداشــت )14(. بــا توجــه بــه تناقضات 
کــه چنــد نمونــه در بــالا  بیــن یافته هــای تحقیقــات مختلــف 
ذکــر شــد، شناســایی اثــر تمریــن ورزشــی بــر جریــان میتوفــاژی 
کاهــش  جهــت  دیابتی شــده  موش هــای  کبــدی  بافــت  در 
بیــن  در  آن  از  ناشــی  بعــدی  پیامدهــای  و  دیابــت  عائــم 
تمامــی افــراد جامعــه به ویــژه بیمــاران مبتــا بــه دیابــت نــوع 
دو ضرورتــی انکارناپذیــر به نظــر می رســد. ازایــن رو پژوهــش 
شــدید  تناوبــی  تمرینــات  اعمــال  تأثیــر  بررســی  بــه  حاضــر 
کلیــدی مســیر  )HIIT( بــر میــزان بیــان برخــی از پروتئین هــای 
کبــد  میتوفــاژی یعنــی پروتئین هــای Pink1 و Parkin در بافــت 
پــس از القــای دیابــت نــوع دو در موش هــای صحرایــی نــر 
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ــردی متناســبی در  کارب ــا پیشــنهاد های  ویســتار می پــردازد ت
راســتای نحــوۀ انجــام تمرینــات ورزشــی به منظــور پیشــگیری 
و درمــان پیامدهــای احتمالــی ناشــی از دیابــت ارائــه دهــد. 

روش پژوهش
در  تجربــی  نــوع  از  پژوهــش حاضــر  نمونه هــای پژوهــش: 
اســتفاده  بــا  کــه  اســت  دوعاملــی  پس آزمــون  طــرح  قالــب 
گــروه 10 ســری از موش هــا )تعییــن حجــم نمونــه بــا  از ســه 
گرفتــن بتــای 0/8 و آلفــای 0/05( بــر پایــۀ مقــررات  در نظــر 
در  آزمایشــگاهی  حیوانــات  بــا  کار  نحــوۀ  پزشــکی  اخــاق 
محــل آزمایشــگاه حیوانــی علــوم رفتــاری مرکــز پژوهش هــای 
تصویــب  از  پــس  ایــران  پزشــکی  علــوم  دانشــگاه  آناتومــی 
)IR. تبریــز  دانشــگاه  از  پژوهــش  در  اخــاق  کمیتــۀ  در 

 30 بدین منظــور  گرفــت.  انجــام   TABRIZU.REC.1400.050(
مرکــز  از  ویســتار  نــژاد  نــر ســفید  ســر موش هــای صحرایــی 
کــرج بــا  تکثیــر و پــرورش حیوانــات آزمایشــگاهی مدزیســت 
ســن حــدود ســه مــاه بــه روش در دســترس و در محــدودۀ 
گرمــی خریــداری شــد. در ادامــه، به منظــور  وزنــی 225 تــا 300 
ایجــاد حالــت ســازش بــا محیــط، جلوگیــری از تنــش و تغییــر 
از  پــس  مداخــات  تمامــی  شــرایط  فیزیولوژیایــی،  شــرایط 
رعایــت  و  حیوانــات  اســتقرار  هفتــه  دو  دســت کم  گذشــت 
 6:00 ســاعت  از  روشــنایی  )شــروع  روزانه-شــبانه  چرخــۀ 
( در آزمایشــگاه حیوانــات انجــام شــد.  صبــح تــا 18:00 عصــر
به طوری کــه موش هــای صحرایــی در محیــط آزمایشــگاهی 
بــا دارا بــودن شــرایط ذیــل، دمــای 22±2  ویــژۀ حیوانــات 
درجــۀ ســانتی گراد، رطوبــت نســبی 5±50 درصــد، بــا کمتریــن 
از  قفــس  هــر  در  مــوش  پنــج  تــا  ســه  به صــورت  ســروصدا 
جنــس پلی کربنــات شــفاف قــرار داده شــدند. طــی ایــن دوره، 
همــۀ حیوانــات به صــورت آزادانــه بــه آب و غــذای اســتاندارد 
 ) ــرور ــازان بهپ ک س ــرکت خورا ــده از ش ــت تهیه ش ــی )پِل حیوان
بــه مــدت ســه مــاه )فصــل پاییــز و در طــول مــدت تحقیــق( 
دسترســی داشــتند. افزون بــر ایــن، در ایــن پژوهــش از آن 
کــه در شــرایط  دســته موش هــای صحرایــی اســتفاده شــد 
گلوکــز ســرم  طبیعــی بــدون برقــراری حالــت روزه داری، مقــدار 
بــود. در پایــان  از 250 میلی گــرم در دســی لیتر  کمتــر  آن هــا 
کنتــرل  گــروه  در  رت  ســر  ده  ابتــدا  )ســازگاری(،  دوره  ایــن 
گرفتنــد، 20 ســر رت باقی مانــده پــس از القــای  ســالم )C( قــرار 
کنتــرل دیابتــی )D( و دیابتــی  گروه هــای  دیابــت، در یکــی از 

شــدند.  جایگزیــن   )D+T( تمرین کــرده 
روش اجــرای پژوهــش: پــس از گذشــت دو هفتــه از شــرایط 
آزمایشــگاه، بــرای القــای دیابــت نــوع  ســازگاری بــا محیــط 
 )Sasidharan( گــروه مطالعاتــی ساســیدهاران دو، طبــق روش 
و همــکاران )2013(، غــذای پرچــرب )45 درصــد چربــی، 21 
کربوهیــدرات( بــرای مصــرف  درصــد پروتئیــن و 34 درصــد 
ک ســازان بهپــرور توســط  دو هفتــه بــا همــکاری شــرکت خورا
درون صفاقــی  تزریــق  ســپس  شــد.  تهیــه  پژوهشــگران 
 Streptozotocin( ســم استرپتوزوســین )Intraperitoneal injection(
آمریــکا(   ،)Sigma-Aldrich( آلدریــچ  ســیگما  )شــرکت   ))STZ(

کیلوگــرم وزن بــدن حل شــده  در یــک دوز 35 میلی گــرم در 
در بافــر ســیترات 0/1 مــولار )4PH=/5( پــس از شــش ســاعت 
بــرای   .)15( شــد  اعمــال  تک وهلــه ای  به صــورت  ناشــتایی 
فیزیولوژیــک  ســرم  مقــدار  همــان  نیــز  ســالم  کنتــرل  گــروه 
بــا  یکســان  کامــاً  شــرایط  ایجــاد  بــرای   )Saline( ســالین 
گروه هــای دریافت کننــدۀ STZ تزریــق شــد. یــک هفتــه پــس 
ــد  ــی از وری ــۀ خون ــز نمون گلوک ــزان  ــردن، می ک ــی  از روش دیابت
آنزیمــی  روش  از  اســتفاده  بــا  و  جمــع آوری  حیــوان  دُمــی 
گلوکــز خــون بالاتــر از 250  کســیداز بررســی و غلظــت  گلوکــز ا
صحرایــی  موش هــای  به عنــوان  دســی لیتر  در  میلی گــرم 

دیابتــی نــوع دو وارد تحقیــق شــدند )16(. 
 )T+D( گــروه تمرینــی پژوهــش حاضــر موش هــای صحرایــی 
سه شــنبه،  یکشــنبه،  )شــنبه،  هفتــه  در  روز  پنــج  بــرای 
یــک  بــه مــدت هشــت هفتــه در  چهارشــنبه و پنج شــنبه( 
برنامــۀ تمریــن تناوبــی شــدید )HIIT( شــرکت داده شــدند. 
دورۀ  پایــان  در  صحرایــی  موش هــای  منظــور  ایــن  بــرای 
 ) عصــر  19 )ســاعت  حیوانــات  فعالیــت  شــروع  و  ســازگاری 
 Bionic( حیوانــی  هوشــمند  الکترونیکــی  گــردان  نــوار  روی 
کهربــای  کیمیــا  شــرکت  ســاخت   ،DSI-580 مــدل   mobin
مبیــن، تهــران، ایــران( تمریــن داده شــدند. پیــش از اجــرای 
بــه واماندگــی بیدفــورد و همــکاران  آزمــون رســیدن  روش، 
گرفــت.  )1979( بــرای بــرآورد ســرعت بیشــینۀ موش هــا انجــام 
به طوری کــه ســرعت دویــدن بــا ده متــر بــر دقیقــه شــروع و 
، ســرعتی معــادل بــا ســه متــر بــر  در هــر ســه دقیقــه یک بــار
دقیقــه بــه آن تــا زمــان رســیدن بــه حالــت واماندگــی افــزوده 
ــی  ــا ناتوان ــا واماندگــی( ب ــه خســتگی )ی شــد. زمــان رســیدن ب
گــردان بــا وجــود ایجــاد شــوک  موش هــا در دویــدن روی نــوار 
ســرعت  بیشــینۀ  میانگیــن   .)17( شــد  مشــخص  الکتریکــی 
معــادل  تمرینــی  برنامــۀ  شــروع  ابتــدای  در  به دســت آمده 
ــر دقیقــه بــود. به منظــور اندازه گیــری اثربخشــی  3±18 متــر ب
بیشــینه  ســرعت  آزمــون  هفتــه  دو  هــر  تمریــن  عملکــردی 
گرفتــه شــد و شــدت تمریــن بــر پایــۀ ســرعت بیشــینۀ  مجــدداً 
هفتــۀ  در  به طوری کــه  می شــد.  تنظیــم  به دســت آمده 
هشــتم تمریــن میانگیــن ســرعت بیشــینه معــادل 3±28 متــر 

ــود. ــه ب ــر دقیق ب
اصلــی  بدنــۀ  کــردن،  گــرم  مرحلــۀ  ســه  شــامل   HIIT روش 
ــرد  ــرم و س گ ــۀ  ــات در مرحل ــود. تمرین ــردن ب ک ــرد  ــن و س تمری
کــردن بــه مــدت پنــج دقیقــه بــا ســرعت ده متــر در دقیقــه 
بــرای موش هــا در نظــر   )VO2max %40-30بــا شــدت )معــادل 
گرفتــه شــد. بدنــۀ اصلــی تمریــن نیــز برابــر بــا شــدت 85-

کــه برابــر بــا 24-25/5 متــر  90 درصــد ســرعت بیشــینه بــود 
بــه  نوبــت  یــک  هفتــه  )هــر  وهلــه   12 تــا   6 در  دقیقــه،  بــر 
افزون بــر  بــود.  اضافــه شــد(  فعالیتــی حیوانــات  وهله هــای 
شــامل  فعــال  اســتراحت  ســه دقیقه ای  تناوب هــای  ایــن، 
گــردان بــا ســرعت ده متــر  دویدن هــای ادامــه دار روی نــوار 
کــه در بیــن وهله هــای دویــدن اعمــال شــد.  در دقیقــه بــود 
 )D( کنتــرل دیابتــی کنتــرل ســالم )C( و  گــروه  همچنیــن دو 
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بــرای  نکردنــد،  شــرکت  فعالیتــی  برنامــۀ  هیچ گونــه  در  کــه 
گــروه تمرینــی، پنــج روز در  کامــاً یکســان بــا  ایجــاد شــرایط 
هفتــه بــه مــدت 10 تــا 15 دقیقــه در هــر جلســه بــرای ســازگاری 
شــدند.  داده  قــرار  بی حرکــت  گــردان  نــوار  روی  محیــط  بــا 
از  دویــدن  بــرای  صحرایــی  موش هــای  تحریــک  به منظــور 
کــم تعبیه شــده در قســمت عقبــی  محــرک الکتریکــی بــا ولتــاژ 

گــردان، اســتفاده شــد )18(.  نــوار 
صحرایــی،  موش هــای  تمامــی  آزمایشــگاهی:  روش هــای 
از  )به منظــور  تمرینــی  جلســۀ  آخریــن  از  پــس  ســاعت   48
بیــن بــردن تأثیــرات حــاد تمریــن( و پــس از 12 تــا 14 ســاعت 
کتامیــن )mg.kg-1 90( و  ناشــتایی، بــا تزریــق داخل صفاقــی 
زایازیــن )mg.kg-1 10( بــه روش بــدون درد توســط متخصــص 
از  بخشــی  ســپس  شــدند.  جراحــی  و  بی هــوش  کارآزمــوده 
ــا دقــت برداشــته شــده و  کبــد موش هــای صحرایــی ب بافــت 
پــس از شست وشــو بــا ســرم نرمــال ســالین در نیتــروژن مایــع 
)196-درجــۀ ســانتی گراد( منجمــد و در دمــای 70- درجــۀ 
ارزیابــی  بــرای  نیــز  ادامــه  در  شــد.  نگهــداری  ســانتی گراد 
وســترن  روش  از   NIX پروتئین هــای BNIP3 و  بیــان  میــزان 
بــات )western blot( اســتفاده شــد. ابتــدا، بــرای تهیــۀ هموژنــه 
)شــرکت  ریپــا  بافــر  از  کبــد  بافــت  حجــم  وزنــی  درصــد   10
)ســیگما(  کوکتیــل  پروتئــاز  مهارکننــدۀ  حــاوی  ســیگما( 
برآدفــورد  بــا روش  پروتئین هــا  تــام  اســتفاده شــد. غلظــت 
)Bradford( )ســیگما( اندازه گیــری شــد. ســپس پروتئین هــا در 
کریل آمیــد حــاوی ســدیم  ژل 10 درصــد دِناتوره کننــدۀ پلی آ
دســتگاه  بــا   )Sodium dodecyl sulfate( ســولفات  دودســیل 
الکتروفــورز )Biorad( تفکیــک شــد. پــس از تفکیــک، باندهــای 
دی فلورایــد  پلی وینیلیدیــن  غشــای  روی  بــر  پروتئینــی 
از  پــس  شــد.  منتقــل  ســیگما   )Sodium dodecyl sulfate(
کینــگ بــرای پوشــش دادن نواحــی خالــی  اســتفاده از بافــر با

از پروتئیــن غشــا از آنتی بــادی اولیــۀ رت ضــد BNIP3 و ضــد 
 )Santa Cruz Biotechnology( کروز  ســانتا شــرکت  ســاخت   NIX
کــد E-AB-61061 و sc-166332 به نســبت  آمریــکا به ترتیــب بــا 
از  پــس  غشــاها  شــد.  اســتفاده  شــب(  طــول  )در   500 بــه   1
بــا  دقیقــه  پنــج  مــدت  بــه  بــار  هــر  شست وشــو  بــار  چهــار 
معــرض  در   ،20 تویــن   %0/05 حــاوی  نمکــی  فســفات  بافــر 
 )Horseradish peroxidase( Hrp بــا  کونژوگــه  ثانویــۀ  آنتی بــادی 
گرفتنــد. پــس از شست وشــوی  بــه مــدت یــک ســاعت قــرار 
کیــت  مجــدد بــا روش قبلــی ایــن بــار به صــورت ســه تکــرار از 
ایمنــی  مجموعه هــای  آشکارســازی  بــرای  کــه   BioRad،ECL
تشــکیل  شــده اســت، اســتفاده شــد. غشــاها در معــرض فیلــم 
گرفتنــد و چگالــی باندهــا توســط نرم افــزار  رادیوگرافــی قــرار 
Image J اندازه گیــری و دانســیتۀ باندهــای پروتئیــن هــدف در 
کتیــن نرمالیــزه شــدند. در انتهــا  مقابــل لودینــگ کنتــرل بتا-ا
نیــز نتایــج به صــورت چگالــی نســبی )نســبت بــه گــروه کنتــرل( 

ــه شــد. ارائ
تحلیــل آمــاری: ابتــدا توزیــع طبیعــی داده هــا بــا اســتفاده از 
آزمــون شــاپیروویلک بررســی شــد. ســپس تأثیــرات تمریــن 
روی متغیرهــای وابســته در قالــب یــک طــرح آمــاری عاملــی 
یکراهــه و آزمــون تعقیبــی بنفرونــی تجزیه وتحلیــل شــد. ســهم 
ــد  ــتفاده از درص ــا اس ــز ب ــا نی ــک از متغیره ــن در هری ــر تمری اث
تغییــرات مشــخص شــد. همــۀ بررســی های آمــاری در ســطح 
 SPSS26 و بــا اســتفاده از نرم افــزار آمــاری P>0/05 معنــاداری

گرفــت.  تحــت وینــدوز انجــام 
نتایج

گلوکــز  وضعیــت  و  وزن  توصیفــی  داده هــای   1 جــدول 
نشــان  پژوهــش  پایــان  و  آغــاز  در  را  صحرایــی  موش هــای 

 . هــد می د
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جدول 1 . وزن و گلوکز سرم )پیش و پس از مداخله( در گروه های مورد بررسی )هر گروه شامل ده سر موش(
گروه ها             

     متغیر
)C( کنترل سالم)D( کنترل دیابتی)D+T( دیابتی با تمرین

گرم( 5/36 ± 9/58251/00 ± 10/74259/93±  255/67وزن اولیه )
گرم( 27/07 ± 30/26288/90 ± 299/57 9/44±  325/97وزن ثانویه )

)mg/dl( 0/90 ± 0/70285/04 ± 0/50297/52 ± 75/02پیشگلوکز سرم
8/84 ± 5/61147/33 ± 0/58240/67 ± 68/00پس

در ادامــه میانگیــن و انحــراف اســتاندارد شــاخص های مــورد 
بررســی به صــورت جــدول و نمــودار ارائــه شــده اســت. نتایــج 
آزمــون تحلیــل واریانــس یکراهــه نشــان دهندۀ نبــود تغییــر 

در   Pink1 و   Parkin پروتئین هــای  بیــان  میــزان  در  معنــادار 
و  دو  نــوع  دیابــت  القــای  به دنبــال  صحرایــی  موش هــای 

اعمــال تمرینــات HIIT اســت )جــدول 2(.

جدول 2 . نتایج آزمون تحلیل واریانس یکراهه
معناداری درصد تغییراتمعناداریمقدار M±SDFگروهمتغیر

Parkin
1کنترل سالم

2/6570/149
--

0/261%0751/ ±0 1/28دیابتی

0/299%1545/ ±0 1/01دیابت + تمرین

Pink1
1کنترل سالم

4/7830/057
--

0/076%2263/ ±0 1/63دیابتی

0/194%1438/ ±0 1/15دیابت + تمرین
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شکل های 1 و 2 تغییرات پروتئین های مورد بررسی را به صورت نمودار نشان می دهند.
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کنترل. الف( تصویر  گروه  کتین به عنوان  گروه های تجربی مورد مطالعه در مقابل بتا-آ شکل 1. نشان دهندۀ میزان بیان پروتئین Pink1 در 
گروه ها. کنترل. ب( نمودار ستونی جهت نمایش میزان کمی چگالی نسبی باندهای پروتئینی در  گروه  ایمونوبلاتینگ پروتئین نسبت به 
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کنتــرل. الــف(  گــروه  کتیــن به عنــوان  گروه هــای تجربــی مــورد بررســی در مقابــل بتا-آ شــکل 2. نشــان دهندۀ میــزان بیــان پروتئیــن Parkin در 
کنتــرل. ب( نمــودار ســتونی جهــت نمایــش میــزان کمــی چگالــی نســبی باندهــای پروتئینــی  گــروه  تصویــر ایمونوبلاتینــگ پروتئیــن نســبت بــه 
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بحث و نتیجه گیری
 Parkin و Pink1 نتایــج تحقیــق حاضــر نشــان داد میــزان بیــان
ــا  ــا استرپتوزوســین ب در موش هــای صحرایــی دیابتی شــده ب
وجــود افزایــش 63 و 51 درصــدی، تغییــرات معنــاداری در 
کنتــرل ســالم نداشــت. همســو بــا پژوهــش  گــروه  مقایســه بــا 
حاضــر دثلفســن و همــکاران )2018( در پژوهشــی بــا هــدف 
و  اتوفــاژی  تغییــر  موجــب  پرچــرب  رژیــم  آیــا  اینکــه  آزمــون 
رژیــم  بــا  هفتــه   13 مــدت  بــه  می شــود،  کبــدی  میتوفــاژی 
پرچربــی پــر فروکتــوز )HFF( موش هــای صحرایــی جــوان را 
کردنــد. طبــق یافته هــای تحقیقشــان، رژیــم پرچربــی  تغذیــه 
ســمیت   .)19( شــد  منجــر  کبــدی  میتوفــاژی  افزایــش  بــه 
کــه در اثــر انباشــت  لیپوتاتیــک نوعــی فشــار ســلولی اســت 
کار میتوکنــدری و مقاومــت  لیپیدهــا در نتیجــۀ اختــال در 
بــه انســولین در عضــات ایجــاد می شــود. پژوهش هــا نشــان 
داده انــد گیرنــدۀ میتوفــاژی Parkin- Pink1، بــه ســمیت چربــی 
ــالا تجمــع  ــی ب ــا چرب ــه ب ــه تغذی پاســخ می دهــد و در پاســخ ب
می یابــد )7(. افزایــش Pink1 نشــان از دســتگاه دفاعــی ســلول 
ــرای از بیــن بــدن نواحــی آســیب دیدۀ میتوکندریایــی دارد  ب
 )13  ،6( می شــود  ایجــاد  دو  نــوع  دیابــت  بیمــاری  در  کــه 
گــروه دیابتــی )D( در تحقیــق  کــه افزایــش ایــن پروتئیــن در 

حاضــر را توجیــه می کنــد. 
در ایــن تحقیــق هشــت هفتــه تمریــن HIIT تغییــر معنــاداری 
دیابتــی  صحرایــی  موش هــای  در   Pink1 بیــان  میــزان  در 
بــا ایــن همــه، 38 درصــد  تمرین کــرده )D+T( ایجــاد نکــرد، 
در  داشــت.  دیابتــی  کنتــرل  گــروه  بــا  مقایســه  در  کاهــش 
ایــن زمینــه حدیــدی و همــکاران )2018( در تحقیــق روی 
صحرایــی  موش هــای  نعلــی  عضلــۀ  در   Pink1 ژن  تغییــرات 
بیــان  افزایــش  کــه  کردنــد  بیــان  بی تمریــن  و  تمرین کــرده 
هفتــه   12( تمرین کــرده  صحرایــی  موش هــای  در   Pink1
گــروه  کمتــر از  تمریــن اســتقامتی )15-30 متــر بــر دقیقــه(( 
بی تحــرک بــود )20(. در مقابــل اریبــات و همــکاران )2018( 
از 16 هفتــه مداخلــۀ ورزشــی در  پــس   Pink1 نشــان دادنــد 
افــراد مســن افزایــش معنــاداری نســبت بــه پیــش از مداخلــه 
نشــان   )2020( همــکاران  و  کــوآن  همچنیــن   .)14( داشــت 
ــج  ــن )پن ــی مزم ــت بدن ــه فعالی ــش هفت ــال ش ــه اعم ک ــد  دادن
گــردان  نــوار  روز دویــدن روی  روز در هفتــه، 30 دقیقــه در 
بــا ســرعت 12 متــر در دقیقــه( موجــب افزایــش معنــادار در 
پروتئیــنPink1 در بافــت مغــزی موش هــای صحرایــی جــوان 
نــر شــد )21(. از دلایــل ایجــاد تناقــض در یافته هــا بــا بررســی 
حاضــر می تــوان بــه طــول دورۀ تمریــن، نــوع تمریــن، شــدت 

کــرد.  آزمودنی هــا اشــاره  تمریــن و 
را  میتوکنــدری  کیفیــت  کنتــرل  ســازوکار  ورزشــی  تمرینــات 
میتوفــاژی  راه  از  بخشــی  در  عمــل  ایــن  می کننــد.  تنظیــم 
آســیب دیده صــورت  انتخابــی میتوکندری هــای  بــا حــذف 
ــت،  ــم اس ــیار مه ــدن بس ــدری در ب ــت میتوکن کیفی ــرد.  می گی
مشــخص شــده است که فعالیت ورزشی کیفیت میتوکندری 
در  می دهــد،  افزایــش  را  سوبســتراها  ســوختن  و  عضانــی 

بــدن  کل  سوخت وســازی  هومئوســتاز  بهبــود  بــه  نتیجــه 
گــزارش  کســلورد و همــکاران )2018(  منجــر می شــود )12(. ا
کــه تمرینــات ورزشــی نســبت پروتئین هــای شــکافت  ــد  کردن
کــه ایــن عمــل  و همجوشــی میتوکنــدری را بهبــود می بخشــد 
گلوکــز همبســتگی دارد.  بــا بهبــود در دفــع  به طــور مثبــت 
ایــن تغییــرات شــاید بتوانــد بــه بهبــود حساســیت انســولین 
ــه پــس از تمرینــات  ک کنــد  ــتفاده از سوبســترایی کمــک  و اس
ــه میتوفــاژی  ک مشــاهده می شــود. یافته هــا نشــان می دهــد 
توســط AMPK تنظیــم می شــود. بنابرایــن، در صــورت مختــل 
گیرنــدۀ p62 موجــب  شــدن میتوکنــدری، AMPK بــا افزایــش 
فعال ســازی دســتگاه میتوفــاژی بــه دو روش می شــود؛ اول، 
کــه  چرا لیــزوزوم،  بــه  موضعی ســازی  راه  از   mTOR مهــار  بــا 
و  می کنــد  غیرفعــال  را   ULK1 فسفریاســیون  راه  از   mTOR
دوم AMPK موجــب پیشــبرد میتوفــاژی از راه اثــر مســتقیم 
بــر ULK1 می شــود )13(. از محدودیت هــای پژوهــش حاضــر 

عــدم اندازه گیــری AMPK و mTOR اســت.
میتوفــاژی  دســتگاه  چگونــه  کــه  نیســت  مشــخص  هنــوز 
بی شــک  دهــد.  تشــخیص  را  میتوفــاژی  اختــال  می توانــد 
آســیب دیدۀ  مناطــق  آن  بــا  کــه  درک  قابــل  روش  بهتریــن 
شــبکۀ میتوکنــدری بــرای میتوفــاژی متمایــز می شــوند، از راه 
کــه Pink1 پیوســته  Pink1 اســت. در ایــن الگــو تصــور می شــود 
از ســیتوزول بــه میتوکنــدری منتقــل می شــود و وقتــی شــبکۀ 
و  شــکافته  شــده،  وارد   Pink1 اســت،  ســالم  میتوکنــدری 
متعاقبــاً در میتوکنــدری تجزیــه می شــود )22، 23(. بــا ایــن 
کیفیــت میتوکنــدری بــه خطــر بیفتــد )بــرای  همــه، زمانی کــه 
ــای  ــت در پروتئین ه ــا، انباش ــی غش ــش در توانای کاه ــه  نمون
به اشــتباه تاشــده، یــا آســیب بــه Pink1 ،)mtDNA روی غشــای 
 .)25  ،24( می شــود  تثبیــت   )OMM( خارجــی  میتوکنــدری 
پروتئیــن   ،E3 یوبیکوئیتیــن  لیــگاز   Pink1 تثبیــت،  از  پــس 
آغــاز  را  رویدادهــا  از  آبشــاری  کــه  می گیــرد،  بــه کار  را   Parkin
کــه بــه تخریــب ناحیــه )هــای( آســیب دیدۀ شــبکه  می کنــد 

.)27  ،26( می شــود  منجــر 
بیــان  میــزان  در  غیرمعنــاداری  تغییــر  حاضــر  تحقیــق  در   
 )D+T( در موش هــای صحرایــی دیابتــی تمرین کــرده Parkin
کاهــش 45 درصــدی ایــن  وجــود داشــت. بــا توجــه بــه مقــدار 
ــا ایــن پژوهــش، خیراندیــش و همــکاران  پروتئیــن، همســو ب
کتاپامیــن بــر  کــه بــه بررســی تأثیــر تمریــن هــوازی و ا  )2021(
کبــد موش هــای صحرایــی نــر تغذیه شــده  بیــان ژن Parkin در 
بــا روغــن چنــد بــار حرارت دیــده پرداختنــد، بــه ایــن نتیجــه 
ــب  ــده موج ــار حرارت دی ــد ب ــن چن ــرف روغ ــه مص ک ــیدند  رس
هــوازی  تمریــن  تعامــل  و  شــده   Parkin ژن  بیــان  افزایــش 
در مقایســه   Parkin ژن  بیــان  اختــاف غیرمعنــادار  موجــب 
همــکاران  جیــو و  همچنیــن   .)27( شــد  مســموم  گــروه  بــا 
Parkin عضلــۀ  کــه محتــوای پروتئیــن  )2016( نشــان دادنــد 
اســکلتی رت به دنبــال تمریــن اســتقامتی شــنا )یــک ســاعت 
تمریــن شــنا در روز بــه مــدت هشــت هفتــه( تغییــر معنــاداری 
نداشــت )28(. از طرفــی در تحقیقــی احمــدی و همــکاران 
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)2022( نشــان دادنــد دو مداخلــۀ تمرینــی HIIT و MICT بــه 
کنتــرل  گــروه  افزایــش معنــادار Parkin عضلــۀ نعلــی نســبت بــه 
منجــر شــدند )12(. تناقــض در تحقیــق حاضــر بــا یافته هــای 
روش هــای  به کارگیــری  از  ناشــی  می توانــد  آن هــا  تحقیــق 
تمرینــی متفــاوت )HIIT در مقابــل تمرینــات هــوازی(، شــدت، 
مــدت و نــوع دســتگاه انــرژی و نیــز نــوع بافــت مــورد بررســی 

باشــد.
ــان  ــرای جری ــد Parkin ب کردن ــزارش  گ ــکاران )2018(  ــن و هم چ
میتوفــاژی ناشــی از فعالیــت ورزشــی مــورد نیــاز اســت. آن هــا 
فعالیــت  از  ناشــی  میتوفــاژی  کــه  کردنــد  بیــان  همچنیــن 
کــه احتمــالاً  کاهــش می یابــد،  ورزشــی بــا تمریــن در عضلــه 
به دلیــل پیام رســانی ضعیــف و در نتیجــه افزایــش محتــوای 
میتوکندری و کیفیت آن اســت )29(. فعالیت ورزشــی ممکن 
دومرحلــه ای  ســازوکار  راه  از  را  میتوکنــدری  پویایــی  اســت 
تغییــر دهــد؛ نخســت، فعالیــت ورزشــی حــاد موجــب افزایــش 
ــرای  پویایــی میتوکنــدری می شــود و شــبکۀ میتوکنــدری را ب
مراحــل بعــدی آمــاده می کنــد. ســپس فعالیــت ورزشــی مزمــن 
شــاید بــا بهبــود یکپارچگــی شــبکۀ میتوکنــدری یــا افزایــش 
میتوکنــدری،  دســت نخوردۀ  شــبکه های  فراوانــی  و  انــدازه 
پویایــی میتوکنــدری را کاهــش دهــد. ایــن مشــاهدات بیشــتر 
جذب کننده هــای  و  کســاینده ها  ضدا فراوانــی  افزایــش  بــا 
بنیان هــای آزاد در عضــات اســکلتی تمرین کــرده پشــتیبانی 
بــرای  بیشــتری  پژوهش هــای  کــه  اســت  روشــن  می شــود. 
روشــن شــدن تأثیــر فعالیــت ورزشــی مزمــن بــر میتوفــاژی 

ضــروری اســت )9، 13(. 
موجــب  احتمــالاً  دو  نــوع  دیابــت  القــای  خاصــه،  به طــور 
بــا  میتوفــاژی  مســیر  پروتئین هــای  فعالیــت  در  افزایــش 
اعمــال  Pink1 می شــود. هرچنــد  و   Parkin بیــان  افزایــش در 
در  افزایــش  از  ممانعــت  ســبب  شــدید  تناوبــی  تمریــن 
می شــود.  دیابتــی  صحرایــی  موش هــای  در  پروتئین هــا 
ازایــن رو بــا توجــه بــه بهبــود وزن و وضعیــت قنــد خــون در 
می رســد  به نظــر   ، حاضــر پژوهــش  صحرایــی  موش هــای 
انجــام فعالیت هــای ورزشــی مداخلــۀ مناســبی بــرای برقــراری 
بــه دیابــت در موش هــا  ابتــا  از  ناشــی  عــوارض  تعــادل در 
باشــد. البتــه بــرای نتیجه گیــری قطعــی در ایــن مــورد نیــاز 
بــه تنگناهــا و  بــا توجــه  بــه پژوهش هــای بیشــتری اســت. 
محدودیت هــای پژوهــش حاضــر اعــم از طــول دورۀ تمریــن 
در  درگیــر  دیگــر  پروتئین هــای  برخــی  اندازه گیــری  عــدم  و 
مســیر میتوفــاژی، پیشــنهاد می شــود بــرای روشــن شــدن 
ایــن  آینــده  پژوهش هــای  در  مقولــه  ایــن  بیشــتر  هرچــه 

شــود. برطــرف  تنگناهــا 
تشکر و قدردانی

بــه هــر نحــوی زمینــۀ  کــه  افــرادی  از تمامــی  بدین وســیله 
و  تشــکر  نهایــت  آوردنــد،  فراهــم  را  حاضــر  تحقیــق  انجــام 
قدردانــی به عمــل می آیــد. هیچ گونــه تعــارض منافعــی بــا فــرد 

یــا دســتگاهی بــرای انتشــار ایــن مقالــه وجــود نــدارد. 

حامی/ حامیان مالی
رشــتۀ  در  دکتــری  رســالۀ  از  بخشــــی  حاضــــر  پژوهــــش   
گــروه فیزیولــوژی ورزشـــی  کــه در  فیزیولــوژی ورزشـــی اســـت 
ــده و بـــدون هیچ گونــه حمایـــت  ــگاه تبریــز تصویـــب شـ دانشـ

ــه اســـت گرفتـ ــام  ــی انجـ مالـ
 مشارکت نویسندگان 

نویســندۀ اول اســتاد راهنمــا، نویســندۀ دوم اســتاد مشــاور و 
نویســــندۀ ســوم دانشــجو هســتند.
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