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 ،mir-133a بیان بر متوسط و شدید استقامتی و مقاومتی تمرین هفته هشت تاثیر

Runx2 و PPARγ ویستار نژاد سالمند نر صحرایی هایموش ران استخوان مغز در 
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   چکیده  پژوهشی اصیل

 ۷/۴/139۷تاریخ دریافت: 

 13/1۰/139۷تاریخ پذیرش: 

 مقدمه
 متراک کاهش از جلوگیری سالمندی در استخوان پوکی بروز از پیشگیری راه بهترین

 تاثیر حاضر، مطالعه از هدف. است جوانی سنین در آن حفظ جهت در تلاش یا و استخوانی

 ،microRNA-133a (mir-133a)  بیان بر مقاومتی و استقامتی تمرین مختلف هایشدت
Runx2 و PPARγ بود سالمند نر صحرایی هایموش ران استخوان مغز در.  

 هاروش و مواد

-موش. شد انجام ویستار نژاد از بالغ نر صحرایی هایموش سر 40 روی تجربی، مطالعه این 

 شدت با استقامتی و مقاومتی تمرینات شامل تایی 8 مساوی گروه 5 در صحرایی های

 8 مدت به هفته در روز 5 تمرینی، هایگروه. گرفتند قرار کنترل گروه و شدید و متوسط

 هایموش رویر ب. کردند اجرا قامتیاست یا مقاومتی پروتکل طبق را تمرینی برنامه هفته

-mir بیان تمرین دوره از بعد. نگرفت صورت ایمداخله هیچگونه کنترل، گروه صحرایی

133a، Runx2 و PPARγ روش به RT–PCR با آماری تحلیل تجزیه. شدند گیریاندازه 

 . شد انجام P<05/0 داریمعنی سطح با والیس کروسکال آزمون از استفاده

 هایافته

 PPARγ( و =948/0P) mir-133a (701/0P=) ،Runx2این پژوهش نشان داد بیان 

(364/0P=در گروه تمرین با شدت بالا و شدت متوسط و گروه کنترل ) داری تفاوت معنی

 نداشت.
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 مقدمه

کاهش تشکیل استخوان، افزایش جذب استخوان، یا هر دو از 

توده استخوانی و افزایش حساسیت  عوامل کاهش پیشرونده

ها و . استئوبلاست(1)به شکستگی در سالمندی است 

ساز مشترک یعنی استروما مزانشیمی ها از پیشآدیپوسیت

شوند. سالمندی ایجاد می 1های بنیادیمغز استخوان / سلول

های استخوانی و افزایش تعداد با کاهش تعداد استئوبلاست

 . (2)های مغز استخوان همراه است آدیپوسیت

دو فاکتور رونویسی مهم یعنی عامل رونویسی مرتبط با رانت 

به  3زوم پرولیفراتور اکتیویتور گاماو گیرنده پراکسی 22

ها یا ها به استئوبلاستMSCترتیب منجر به تمایز 

هایی پروتئین از خانواده PPARγ. (3)شوند ها میآدپیوسیت

-های استخوانی تنظیم میاست که جریان انرژی را در سلول

ها ضروری و برای حفظ بیان و عملکرد آدیپوسیت (4)کند 

یک فاکتور رونویسی است که با بیان  RUNX2. (2)است 

به عنوان تنظیم  RUNX2. (5)استئوبلاست ارتباط دارد 

ها شناخته شده است کننده اصلی تمایز و بیان استئوبلاست

استروما مغز های . در واقع، فعالیت استئوژنیک سلول(5)

. (5)شود می Runx2استخوان، باعث بیان بیش از حد 

Runx2 ای و هم در سطح پس از ترجمهجمههم در سطح تر

 . (5,6)شود ای تنظیم می

-از ترجمه سای و پرا در سطح ترجمه Runx2از عواملی که 

و  PPARγتوان به ترتیب به کند میای کنترل می

microRNA  (7)اشاره کرد .MicroRNA( هاmiRNAs) ،

هستند که از نظر  کنندهکدی غیرهانوکلئیک اسیدریبو

 25-21تکاملی محافظت شده هستند و دارای طولی برابر 

ها را پس از رونویسی ها بیان ژنmiRNA. هستندنوکلئوتید 

-ها، کنترل مییا مهار ترجمه آن mRNAاز طریق تجزیه 

                                                           
1marrow mesenchymal stroma/stem cells: mMSC 
2Runt-related transcription factor 2: RUNX2 
3eroxisome proliferator-activated receptor γ: PPARγ 

تمایز  miRNAsاند که . مطالعات متعدد نشان داده(8)کنند 

، یکی از MiR-133a. (9)کنند استئوبلاست را تنظیم می

ها است که نقش تنظیمی در miRNAاعضای خانواده 

تشکیل استخوان دارد. آزمایشات بروی حیوانات نشان داده 

شود و  RUNX2 تواند مانع بیانمی miR-133aاست که 

. (10)ها را مهار کند در نتیجه بیان و تمایز استئوبلاست

های تحریک مکانیکی استخوان قادر به ایجاد تمایز سلول

ها بنیادی مزانشیمی حساس به بار مکانیکی به استئوبلاست

اند که . همچنین تحقیقات گذشته نشان داده(12و11)است 

بار مکانیکی یک ابزار قوی در جهت پیشگیری از پوکی 

رسد و مکانیسم عمل آن به نظر می (14و13)استخوان است 

 . (15)مرتبط است  miRNAsبا تعدیل بیان 

مت هایی که شامل قدرت و استقادر برنامهکه اینبا وجود 

 خوانها بر بافت استبدن بوده است، اثرات مثبت این برنامه

 هایها و شدتوشبا راما تمرینات  (16)است  شدهدیده 

 اریمختلف هوازی و مقاومتی نتایج متفاوتی در فرایند سازگ

ای هجر به فعالیت مسیرنشان دادند زیرا هر روش تمرینی من

ر شود و همچنین زیمتفاوت و خاص می سیگنالینگ

شوند، تنظیم می miRNA ها که بوسیلهای از ژنمجموعه

 .(17)ر باشند ممکن است در سازگاری با فعالیت بدنی موث

 های مطلوبی که تمریندر واقع، بر اساس انواع سازگاری

 مسن توانند در افرادهوازی و تمرین مقاومتی به تنهایی می

طور ایجاد کنند، تجویز هر دو نوع فعالیت معمولا به

 . (18)ای پذیرفته شده است گسترده

و همکارانش نشان دادند که تمرینات  4مثلا تحقیق چین

تواند از کاهش تشکیل استخوان از طریق روی تردمیل می

جلوگیری کند ولی  PPARγ مهار فاکتور تمایز آدیپوسیت

. همچنین (19)تاثیر نداشت  Runx2 این نوع تمرین روی

                                                           
4Chen 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21221986
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و همکارانش اثرات تمرینات قدرتی بر خواص  1سینگلانی

های استرومایی مکانیکی استخوان و تمایز استئوژنیک سلول

های صحرایی در موش (BMSCsمزانشیمی مغز استخوان )

های مسن تمرین کرده مقادیر مسن را بررسی کردند، رت

بیشتری از تراکم مواد معدنی را نشان دادند و تمرینات 

 و کاهش بیان ژن Runx2 قدرتی موجب افزایش بیان ژن

PPARγ  با این وجود، برای انتخاب بهترین برنامه  .(20)شد

تمرینی قدرتی که بتواند پاسخ استخوانی مناسب را ایجاد 

وان به شدت تکند چندین عامل مورد بحث است از جمله می

با در نظر گرفتن نقش و  (21)و دوره لازم تمرین اشاره کرد 

در استئوژنز دارد و برای  Runx2 که مسیر ایشناخته شده

درک بهتر تغییرات مربوط به سن در تمایز استئوژنیک ناشی 

از تحریک مکانیکی ضروری است که کشف شود چگونه فشار 

 مکانیکی قادر به کنترل پوکی استخوان است. 

ن با وجود اثبات اثر مثبت تمرین بدنی بر استخوان در ای

دّت، تمرین از قبیل: شهای مطالعات و مطالعات دیگر، ویژگی

ان طور مؤثّرتری توده استخومدّت، تکرار و نوع تمرین که به

ن طور قطع تعییش و یا تخریب آن را کاهش دهد، برا افزای

تا پژوهش حاضر در تلاش . در این راس(22)نشده است 

نوع تمرین بدنی با ماهیت و شدت  4کارگیری است، با ب

 وید متفاوت، اثرات تمرین بر بهبود بافت استئوپروتیک بسنج

 پاسخ استئوژنیک استخوان در برابر بار مکانیکی متفاوت

 ها، مقایسه کند.تمرین

کاهش تشکیل استخوان، افزایش جذب استخوان، یا هر دو از 

افزایش حساسیت  توده استخوانی و عوامل کاهش پیشرونده

ها و . استئوبلاست(1)به شکستگی در سالمندی است 

-ایجاد می mMSCساز مشترک یعنی پیش ها ازآدیپوسیت

های استخوانی شوند. سالمندی با کاهش تعداد استئوبلاست

های مغز استخوان همراه است و افزایش تعداد آدیپوسیت

                                                           
1Singulani 

. دو فاکتور رونویسی مهم یعنی عامل رونویسی مرتبط با (2)

RUNX2 و PPARγ   به ترتیب منجر به تمایزMSC ها به

از  PPARγ. (3)شوند ها میها یا آدپیوسیتاستئوبلاست

های هایی است که جریان انرژی را در سلولپروتئین خانواده

و برای حفظ بیان و عملکرد  (4)کند استخوانی تنظیم می

 .(2)ها ضروری است آدیپوسیت

RUNX2  یک فاکتور رونویسی است که با بیان استئوبلاست

به عنوان تنظیم کننده اصلی  RUNX2. (5)ارتباط دارد 

. در واقع، (5)ها شناخته شده است تمایز و بیان استئوبلاست

استروما مغز استخوان، باعث های فعالیت استئوژنیک سلول

هم در سطح  Runx2. (5)شود می Runx2بیان بیش از حد 

شود ای تنظیم میای و هم در سطح پس از ترجمهرجمهت

از  سای و پرا در سطح ترجمه Runx2. از عواملی که (6و5)

و  PPARγتوان به ترتیب به کند میای کنترل میترجمه

microRNA  (7)اشاره کرد .MicroRNA( هاmiRNAs) ،

هستند که از نظر  کنندهکدی غیرهانوکلئیک اسیدریبو

 25-21تکاملی محافظت شده هستند و دارای طولی برابر 

ها را پس از رونویسی ها بیان ژنmiRNA. هستندنوکلئوتید 

-ها، کنترل مییا مهار ترجمه آن mRNAاز طریق تجزیه 

تمایز  miRNAsاند که . مطالعات متعدد نشان داده(8)کنند 

، یکی از MiR-133a. (9)کنند استئوبلاست را تنظیم می

ر ها است که نقش تنظیمی دmiRNAاعضای خانواده 

روی حیوانات نشان داده تشکیل استخوان دارد. آزمایشات 

شود و  RUNX2 تواند مانع بیانمی miR-133aاست که 

. (10)ها را مهار کند در نتیجه بیان و تمایز استئوبلاست

های تحریک مکانیکی استخوان قادر به ایجاد تمایز سلول

ها بنیادی مزانشیمی حساس به بار مکانیکی به استئوبلاست

اند که . همچنین تحقیقات گذشته نشان داده(12و11)است 

بار مکانیکی یک ابزار قوی در جهت پیشگیری از پوکی 
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رسد و مکانیسم عمل آن به نظر می (14و13)استخوان است 

 . (15)مرتبط است  miRNAsبا تعدیل بیان 

مت هایی که شامل قدرت و استقادر برنامهکه اینبا وجود 

 خوانها بر بافت استبدن بوده است، اثرات مثبت این برنامه

 هایها و شدتوشبا راما تمرینات  (16)است  شدهدیده 

 اریمختلف هوازی و مقاومتی نتایج متفاوتی در فرایند سازگ

ای هر به فعالیت مسیرنشان دادند زیرا هر روش تمرینی منج

ر شود و همچنین زیمتفاوت و خاص میسیگنالینگ 

شوند، تنظیم می miRNA ها که بوسیلهای از ژنمجموعه

  .(17)ر باشند ممکن است در سازگاری با فعالیت بدنی موث

های مطلوبی که تمرین در واقع، بر اساس انواع سازگاری

توانند در افراد مسن هوازی و تمرین مقاومتی به تنهایی می

طور ایجاد کنند، تجویز هر دو نوع فعالیت معمولا به

و  مثلا تحقیق چین. (18)ای پذیرفته شده است گسترده

تواند از همکارانش نشان دادند که تمرینات روی تردمیل می

کاهش تشکیل استخوان از طریق مهار فاکتور تمایز 

جلوگیری کند ولی این نوع تمرین  PPARγ آدیپوسیت

و  . همچنین سینگلانی(19)تاثیر نداشت  Runx2 روی

انیکی همکارانش اثرات تمرینات قدرتی بر خواص مک

های استرومایی استخوان و تمایز استئوژنیک سلول

های صحرایی در موش (BMSCsمزانشیمی مغز استخوان )

های مسن تمرین کرده مقادیر مسن را بررسی کردند، رت

بیشتری از تراکم مواد معدنی را نشان دادند و تمرینات 

 و کاهش بیان ژن Runx2 قدرتی موجب افزایش بیان ژن

PPARγ  با این وجود، برای انتخاب بهترین برنامه  .(20)شد

تمرینی قدرتی که بتواند پاسخ استخوانی مناسب را ایجاد 

ن به شدت تواکند چندین عامل مورد بحث است از جمله می

با در نظر گرفتن نقش و  (21)و دوره لازم تمرین اشاره کرد 

در استئوژنز دارد و برای  Runx2 که مسیر ایشناخته شده

درک بهتر تغییرات مربوط به سن در تمایز استئوژنیک ناشی 

از تحریک مکانیکی ضروری است که کشف شود چگونه فشار 

 مکانیکی قادر به کنترل پوکی استخوان است. 

ن با وجود اثبات اثر مثبت تمرین بدنی بر استخوان در ای

 دّت،رین از قبیل: شهای تممطالعات و مطالعات دیگر، ویژگی

ان طور مؤثّرتری توده استخومدّت، تکرار و نوع تمرین که به

 طور قطع تعیینرا افزایش و یا تخریب آن را کاهش دهد، به

تا پژوهش حاضر در تلاش . در این راس(22)نشده است 

نوع تمرین بدنی با ماهیت و شدت  4کارگیری است، با ب

 وید متفاوت، اثرات تمرین بر بهبود بافت استئوپروتیک بسنج

 پاسخ استئوژنیک استخوان در برابر بار مکانیکی متفاوت

 ها، مقایسه کند.تمرین

 هامواد و روش

سر رت صحرایی نر نژاد ویستار  40وهش حاضر تعداد در پژ

هفتگی از موسسه  23رم در سن گ 2/437با میانگین وزنی 

درجه  22±3انستیتو پاستور ایران تهیه و در شرایط دمایی 

ساعت تاریکی و روشنایی  12: 12گراد در شرایط سانتی

نگهداری و با غذای مخصوص موش صحرایی و آب تغذیه 

شدند. ههمچنین، کلیهه قهوانین و نحوه رفتار با حیوانات 

شتن حیوان( بر اساس )آشناسازی، تمرین، بیهوشی و ک

انجمن ارزیابی و اعتباربخشی بین المللی مراقبت از حیوانات 

آزمایشگاهی و با تایید کمیته اخلاق معاونت پههژوهشی و 

ها پس از حیوانتحصیلات تکمیلی دانشگاه انجام گردید. 

یک هفته آشنایی با محیط آزمایشگاه به روش تصادفی به 

و  1شامل گروه کنترل سر 8پنج گروه با تعداد مساوی 

و تمرین تناوبی با  2تجربی تمرین تداومی با شدت متوسط

و تمرین  4و تمرین مقاومتی با شدت متوسط 3شدت بالا

                                                           
1Control: C 
2Moderate-Intensity Continuous Training: MICT 

3High Intensity Interval Training: HIIT 

4Moderate-Intensity Resistance Training: MIRT 
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گروه کنترل تحت  .تقسیم شدند 1مقاومتی با شدت بالا

 مداخله خاصی قرار نگرفت. 

 پروتکل تمرین مقاومتی

 110ول شامل بالا رفتن از یک نردبان تمرینی مخصوص )ط

سانتی متر فضای  2پله و  26 درجه، 80سانتی متر، شیب 

 وبین هر پله( شامل دو نوع تمرین مقاومتی با شدت بالا 

روز در هفته بود. در  5هفته و  8شدت متوسط به مدت 

 MVCC ،9-10از  درصد 80تمرین مقاومتی با شدت بالا، با 

 MVCCاز  درصد  60تکرار در هر جلسه و شدت متوسط، با 

 .(24و23)بالارفتن از نردبان انجام شد  20-14و 

) آزمون جهت تعیین حداکثر ظرفیت حمل ارادی

MVCC ) 

درصد  75جهت تعیین حداکثر ظرفیت حمل ارادی، وزنه 

و حیوان شروع به بالا  ها متصلوزن بدن حیوان به دم آن

ل این بار کرد، سپس به ازای هر تکرار رفتن از نردبان با حم

گرم به بار تمرینی تکرار شده قبلی اضافه شد. در  30موفق 

دقیقه استراحت بین هر صعود وجود داشت.  2بالای نردبان 

که موش موفق به صعود کل طول نردبان این روش تا زمانی

گیری حداکثر شد. اندازهتلاش متوالی نشد، تکرار  3در 

رادی در شروع هفته اول و چهارم و در پایان ظرفیت حمل ا

 .(25)شد هفته هشتم انجام

 پروتکل تمرین استقامتی 

تمرین تداومی با و  تمرین تناوبی با شدت بالاشامل دو نوع 

هر دو  روز در هفته بود. 5هفته و  8به مدت  شدت متوسط

دقیقه با  5ها ابتدا به مدت تی موشپروتکل تمرین استقام

درصد سرعت بیشینه بر روی نوارگردان برای  50-40شدت 

دقیقه سرد کردن را  5گرم کردن دویدند و در پایان به مدت 

درصد سرعت بیشینه انجام دادند. تمرین  50-40در شدت 

                                                           
1High-Intensity Resistance Training: HIRT 

قسمت گرم کردن، تمرین  3تناوبی با شدت بالا شامل 

و فعالیت با شدت پایین( و سرد  های با شدت بالا)فعالیت

 80دقیقه با شدت  2کردن است. فعالیت با شدت بالا شامل 

درصد بیشینه در هفته دوم،  90درصد بیشینه در هفته اول؛ 

درصد سرعت  110درصد بیشینه در هفته سوم و  100

بیشینه از ابتدای هفته چهارم، تا پایان تمرین است، فعالیت 

درصد بیشینه از  40قیقه با شدت د 2با شدت پایین شامل 

درصد سرعت بیشینه از ابتدای  30هفته اول تا پایان سوم و 

 هفته چهارم به بعد است. 

 هاای است که پس از گرم کردن رتتمرین تناوبی به گونه

ن اییپابتدا فعالیت با شدت بالا و پس از آن فعالیت با شدت 

-رت با شدت بالارا انجام دهند، پس از انجام آخرین فعالیت 

درصد بیشینه به مدت پنج  40ها به جای تمرین در شدت 

 انجامرا سردکردن درصد سرعت بیشینه  50دقیقه با شدت 

ی مرینتدهند، تعداد فعالیت با شدت بالا با توجه به هفته می

دو  که در هفته اولگردیده است. به صورتیحیوانات تعیین 

 شش ار فعالیت؛ هفته سومتکرار فعالیت؛ هفته دوم چهار تکر

ت تکرار فعالیت و از ابتدای هفته چهارم به بعد شامل هش

ل کرو زمان تکرار قعالیت با شدت بالا خواهد بود. از این

 به تمرین شامل فعالیت با شدت بالا، فعالیت با شدت پایین

 دقیقه، در 16همراه گرم کردن و سرد کردن در هفته اول 

ارم و از ابتدای هفته چه 32ه سوم دقیقه، هفت 24هفته دوم 

 .(24)دقیقه است  40به بعد 

درصد  60پروتکل تمرین تداومی با شدت متوسط با شدت 

درصد سرعت بیشینه در  65سرعت بیشینه در هفته اول؛ 

بعد  م بهدرصد سرعت بیشینه از هفته سو 70هفته دوم؛ 

-تمرین تداومی را انجام خواهند دادند. مسافت دویدن موش

ای است که با مسافت ها در گروه تمرین تداومی به گونه

رو زمان تمرین در تمرین گروه تناوبی برابر باشد. از این

درصد سرعت بیشینه با توجه به مقدار جابجایی  70شدت 
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در مرحله پروتکل تمرین تناوبی )بدون محاسبه جابجایی 

 .(24)گرم کردن و سرد کردن( محاسبه گردیده است. 

 آزمون جهت تعیین سرعت حداکثر اکسیژن مصرفی

جهت تعیین سرعت حداکثر اکسیژن مصرفی از آزمون 

که  فزاینده استاندارد بیدفورد و همکاران استفاده شده است

های نژاد و همکاران جهت رت1 لیندروبه وسیله کارول گویز 

مرحله  10. آزمون شامل (26) گردید ویستار استانداردسازی

کیلومتر بر  3/0ای است. سرعت در مرحله اول سه دقیقه

کیلومتر بر ساعت به سرعت  3/0ساعت و در مراحل بعدی 

وش آزمون شود. با توجه به اینکه پنج رمی ارگردان اضافهنو

ساز توسط رینولدو و همکاران جهت تعیین حداکثر وامانده

اکسیژن مصرفی معرفی شده که دارای شیب متفاوت است. 

در این تحقیق از شیب صفر برای تعیین سرعت حداکثر 

اکسیژن مصرفی استفاده گردید و سرعت بدست در آخرین 

عنوان حداکثر مرحله که حیوان قادر به دویدن نبود به

 . (26) عت دویدن حیوان استفاده گردیدسر

 بافت استخراج

های صحرایی با ساعت بعد از آخرین جلسه تمرین، موش 72

گرم در کیلوگرم میلی 50-30تزریق درون صفاقی کتامین )

گرم در کیلوگرم وزن بدن( میلی 5-3وزن بدن( و زایلازین )

آوری مغز استخوان بدین . روش جمع(27)هوش شدند بی

صورت بود که ابتدا استخوان ران جدا گردید و تا حد امکان 

عضلات و بافت نرم اطراف پاک شد و دو انتهای استخوان با 

پزشکی قطع گردید و با آنژیوکت دندان استفاده از مته

دار مغز استخوان استخراج و و سرنگ پیستون 16ی شماره

قرار گرفتند و نهایت  RNaseی فاقد آنزیم هادر میکروتیوب

آوری شده ابتدا در تانک نیتروژن و های جمعمغز استخوان

درجه فریز شده و به آزمایشگاه انتقال  -80سپس در دمای 

 داده شدند.
                                                           
 1Leandro 

 گیری متغیرهاروش اندازه

  RNAاستخراج 

 RNA از کیت استخراج ایرایزول RNA یه منظور استخراج

 شرکت زیست فن آوران رنا )کد دسترسی تولید شده تولید

RB1001 )و طبق دستورالعمل زیر استفاده شد . 

ان را رگرم از بافت مغز استخوان میلی 100-50ابتدا میزان 

 رلیتر از بافدر هاون استریل به خوبی همراه با یک میلی

مد ، سائیده به صورتی که محلول همگن به وجود آایرایزول

س لیتر منتقل گردید. محلول میکیلیو به میکروتیوپ دو م

 دقیقه ثابت قرار داده شد. سپس 5در دمای محیط به مدت 

میکرولیتر کلروفورم به مجموعه اضافه گردید و به  200

دوباره  ثانیه تکان داده و 15-10صورت بالا و پایین به شدت 

دقیقه در محیط قرار داده شد. تیوپ حاوی  5به مدت 

دقیقه  5ور در دقیقه به مدت د1200مخلوط در سرعت 

 ورتصسانتریفیوژ گردید. پس از اتمام این مرحله دو فاز به 

 RNA رویی که حاویمشخص قابل مشاهده بود، فاز شفاف

ر میکرولیت 1000است را جدا، به داخل تیوپ دیگر منتقل، 

 8درصد سرد به آن اضافه و سپس به مدت  100اتانول 

ر داده شد. در پایان تیوپ را از راق -20دقیقه در داخل فریزر 

یع ی قبل سانتریفیوژ گردید، مافریزر خارج و شبیه مرحله

 حلهداخل تیوپ پس از سانتریفیوژ دور ریخته شد. در این مر

ر ید دهای بی رنگ و یا مایل به سفگاها ولی نه معمولاً لکه

 ردنبدنه و کف تیوپ مشاهده گردید. سانتریفیوژ با اضافه ک

جهت شستشو تکرار شد و پس از خارج  درصد 80اتانول 

کردن اتانول و خشک کردن محتوای داخل تیوپ )در این 

 50-20ت( مورد استفاده قرار گرف air-dry مرحله روش

 بار تقطیر بسته به میزان رسوب به آن میکرولیتر آب دو

 . داخل تیوپ حل شد RNA اضافه و با پیپت

ایید کیفیت بر روی ژل میکرولیتر از آن به منظور ت 5سپس 

آگارز یک درصد الکتروفروز شد تا پس از تایید از آن در 
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زادایی از محصول DNAاستفاده گردد. جهت  cDNAسنتز 

RNA  استخراجی به کمکDNaseI  پس از تایید کیفیت

RNA  میکرولیتر  5/0درصد آگاروز به میزان  1بروی ژل

DNase I  پ حاوی واحد بر میکرولیتر به تیو 2به غلظت

RNA  میکروگرم اضافه و سپس 5نانوگرم تا  500به غلظت

دقیقه  10درجه سانتیگراد در انکوباتور به مدت  37در دمای 

 نگهداری شد.

 c DNAسنتز 

 cبا استفاده از کیت سنتز c DNA(، سنتز 1مطابق جدول )

DNA (RB زیست فناوران رنا انجام گرفت. تمامی مواد از )

 نا تهیه گردید.شرکت زیست فناوران ر

 c DNAسنتز  -1جدول 

 (µlمقدار) ماده

RNA 5 

d NTP (Mm10) 1 

 T  (µM100) 1الیگو 

 8 آب دوبار تقطیر استریل

 درجه 65دقیقه دمای  10

 دقیقه روی یخ 10

 4 (X 5بافر )

 1 (u/µl 400آنزیم رونوشت بردار معکوس )

 20 حجم کل

 

 PPARγو  miR-133a ،Actin mus، RUNX2توالی پرایمرهای  -2جدول 

 توالی نوکلئوتیدی پایگاه اطلاعاتی مورداستفاده جهت طراحی پرایمر نام پرایمر

RUNX2 NCBI 
forward: CCGGGAATGATGAGAACTA 

reverse: GACCGTCCACTGTCACTTT 

Actin mus NCBI 
forward: ATGGTGGGTATGGGTCAGAAGG 

reverse :TGGCTGGGGTGTTGAAGGTC 

PPARγ NCBI 
forward: CCCTGGCAAAGCATTTGTAT 

reverse: ACTGGCACCCTTGAAAAATG 

MIR-133A-3P miRBase 5′- UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG-3′ 

 

 تجزیه و تحلیل آماری

ها ازآزمون لوین و برای به منظور بررسی برابری واریانس

ها از آزمون شاپیرو ویلک بررسی نرمال بودن توزیع داده

د. برای بررسی اثربخشی مداخلات از آزمون استفاده گردی

افزار کروسکال والیس استفاده گردید. تحلیل آماری با نرم

SPSS v.21 ها در های دادهدار بودن تفاوتانجام شد. معنی

 محاسبه گردید. P≤ 05/0سطح 

 هایافته 

 PPARγو  mir-133a ،Runx2نتایج نشان داد میزان بیان 

گروه مقاومتی و استقامتی شدید، متوسط و گروه  5در 

 (.3داری نداشت )جدول تفاوت معنی کنترل
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استخوان ران مغز در  mir-133a ، RUNX2 و PPARγ یرمقاد توصیفی آمار -3 جدول  

هاگروه  
MIR-133a 

 میانگین         انحراف معیار

RUNX2 

عیارمیانگین         انحراف م  

PPARγ 

 میانگین         انحراف معیار

MICT 41/1  24/1  24/1  65/0  18/1  55/0  

HIIT 97/0  34/0  21/1  82/0  02/1  81/0  

MIRT 22/1  57/0  13/1  63/0  01/1  71/0  

HIRT 11/1  74/0  12/1  329/0  71/0  38/0  

C 070/1  426/0  11/1  59/0  91/0  27/0  

 

 های صحراییشدر مغز استخوان ران مو Pparγو  mir-133a ،RUNX2 قادیرمآزمون کروسکال والیس  -4جدول 

 P-value 1درجه آزادی  آماره متغیر

Mir-133a-3p 187/2  4 701/0  

RUNX2 729/0  4 948/0  

PPARγ 320/4  4 364/0  

 

   بحث

در  PPARγو  mir-133a ،Runx2 نتایج نشان داد میزان بیان

-داری نداشت. یافتهتفاوت معنی تمرینی و گروه کنترل 4

مغایر با مشاهدات قبلی است که نشان های پژوهش حاضر 

در عضله اسکلتی و گردش خون  miRNAsدهد می

و  )31و30(در بافت و مغز استخوان  Runx2و  )29و28(

PPARγ های ورزشی در بافت چربی و گردش خون به تمرین

-دهد. از سوی دیگر، تحریک مکانیکی مناسب میپاسخ می

 . )20(ست را تقویت کند های استئوبلاتواند تکثیر سلول

علاوه بر این، اخیرا گزارش شده است که تمرینات مقاومتی 

های ریز درون بافت استخوانی در دوران سالمندی را ملکول

های پژوهش . اما علت مغایرت یافته)20(دهد تغییر می

تواند مرتبط با برخی از دلایل های بالا میحاضر با یافته

، زمان کوتاه )32(های صحرایی احتمالی مانند سن موش

مطالعه و نوع بار مکانیکی اعمال شده، توضیح داده شود 

پذیری جوانان به فعالیت بدنی بهتر از . از طرفی پاسخ)33(

و همکارانش 1. به عنوان مثال ترنر)34(افراد مسن است 

های جوان نسبت به اند که پاسخ استئوژنیک موشن دادهنشا

های مسن های مسن بالاتر است، هر چند زمانی موشموش

-های مسن همانند موشهای موشکنند، سلولفعالیت می

گویی به بار مکانیکی بودند های جوان دارای توانایی پاسخ

رسد که برخی از تغییرات مرتبط با سن در . به نظر می)32(

ها ها، عوامل رشد و سیتوکینهای مکانیکی، هورمونسیگنال

-موجب کاهش پاسخ اسکلت سالمندان به بار مکانیکی می

. همچنین توانایی بار مکانیکی برای فعال کردن )35(شود 

ن به وسیله نوع بار مسیرهای سیگنالینگ در استخوا

زیرا  )36(شود مکانیکی اعمال شده بر استخوان تعیین می

ان و تأثیر آن روی محل قدرت عضلانی با تراکم استخو

. مدت زمان کوتاه پژوهش حاضر )37(اسکلت ارتباط دارد 

                                                           
1Turner 
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نیز یکی از علل عدم تاثیر این نوع فعالیت بدنی بر متابولیسم 

-که اکثر مطالعاتی که تاثیر معنیجاییاستخوان بود. از آن

تا  150زی استخوان داشتند بیش از داری بر روی بازسا

شود که فعالیت . پیشنهاد می)38(روز طول کشیدند  200

مدت برای حفظ توده استخوان ضروری باشد طولانی بدنی

)39(. 

های های دیگر عدم اثربخشی این پروتکلیکی از علت

توان تمرینی بر عوامل مرتبط با متابولیسم استخوان را می

توضیح داد. فروست دو فرآیند تحلیل  1توسط قانون فروست

و تشکیل استخوان را در پاسخ به بار مکانیکی پیشنهاد کرد 

کند از سوی دیگر فروست در نظریه خود پیشنهاد می )39(

ستم بازخوردی حفظ ساختار استخوانی از طریق یک سی که

که افزایش فشار مکانیکی یا دینامیکی موجب شود بطوریمی

تحریک استخوان شده و رشد و تشکیل استخوانی را به 

عنوان نظریه وضعیت مکانیکی  همراه دارد. این نظریه به

شود. طبق این نظریه فشار مکانیکی باید در شناخته می

بازسازی حدی باشد که بتواند موجب سبقت تشکیل یا 

استخوان بر فرایند بازجذب استخوانی شود، این فشار 

 . از)40(شود مکانیکی حداقل آستانه فشار مؤثر نامیده می

هایی که تغییر در تراکم رو به احتمال زیاد در پژوهش این

شود مانند پژوهش حاضر یا به این علت استخوانی دیده نمی

ده که شدت و بار تمرین در حداقل مقدار مؤثر قرار نداشته بو

است که بتواند موجب بهبود تراکم استخوانی در استخوان 

و یا طبق این قانون اگر استرس استخوان  )40(ران گردد 

-ها بسیج میبیش از یک سطح معینی باشد، استئوکلاست

. به طور خلاصه، ما )41(کند غییر میشوند و بازسازی ت

معتقدیم که سطح آستانه بار مکانیکی که بر متابولیسم 

قادر به ، اما کندذارد با سن تغییر میگاستخوانی تاثیر می

 تعیین ارزش آستانه در این مطالعه نبودیم. 
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 رسد به منظور پاسخ استخوان به تمرین ورزشیبه نظر می

تری های تمرین طولانیدر دوران سالمندی نیاز به دوره

ورد محاضر، فاکتورهای  نسبت به جوانان دارد. و در مطالعه

ار از مقد گیری شده وآزمون اندازهپس نظر فقط در مرحله

 اتیاولیه این فاکتورها در مرحله قبل و حین مداخله اطلاع

 تواند از دیگر عواملدر دسترس نیست و این عامل هم می

 دار باشد و همچنین چون درعدم دستیابی به نتایج معنی

وش ماین پژوهش نیاز به مغز استخوان افراد سالمند بود از 

ی وتاه موش صحرایصحرایی استفاده گردید و به دلیل عمر ک

ند با چتری نبودیم و هر تمرینی طولانی قادر به اجرای دوره

یق که در این تحقهای این مطالعه و اینمحدودیت توجه به

ان جا که بیگیری نشد و از آناندازه Runx2مقدار پروتئین 

انجامد، نیاز به همواره به سنتز پروتئین هدف نمی ژن

ن گیری مقدار پروتئیاندازه حقیقات بیشتر و با رویکردت

Runx2 .وجود دارد 

 گیرینتیجه

-mir نتایج حاصل از تحقیق حاضر نشان داد که بیان ژن 

133a،  Runx2  وPPARγ  گروه پس از هشت هفته  5در

های مختلف تفاوت تمرین مقاومتی و استقامتی با شدت

که تعداد سالمندان در جاییداری نداشت. بنابراین ازآنمعنی

کشور ما و سایر کشورها رو به افزایش است و نتایج بیشتر 

دنی بر عوامل ها تأثیر مثبت انجام فعالیتپژوهش

اند، بنابراین فیزیولوژیکی در این سنین را تأیید نموده

شود، تحقیقات بعدی به بررسی تأثیر تمرین پیشنهاد می

های تر و شدتمقاومتی و استقامتی با مدت زمان طولانی

های ترکیبی در افراد سالمند زن اوت و همچنین تمرینمتف

  و مرد بپردازند

 تشکر و قدردانی

هزینه اجرای این پژوهش توسط دانشجو تأمین شده اسهت.  

پژوهشگران بدینوسیله مراتهب قهدردانی و تشهکر خهود را از 
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مسئولان محتهرم آزمایشهگاه حیوانهات دانشهگاه شههرکرد و 

ی کهه در اجهرای پروتکهل همچنین جناب دکتر مهدی خزای

 .دارندتحقیق ما را یاری کردند، اعلام می
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Introduction 

The best way to prevent osteoporosis, at old age is to prevent bone loss and at 

young age is trying to keep bones healthy, therefore The aim of this study was 

to determine the effects of compare effects of aerobic and resistance exercise 

training protocols with different intensities on microRNA-133a (mir-133a), 

Runx2 and Peroxisome proliferator-activated receptors-gamma (PPARγ) in 

femur bone marrow Wistar elderly rats. 

Materials and Methods 

This experimental study was done on 40 Wistar male rats. They were divided 

into 5 equal groups (n=8) incloud moderate or high intensity resistance 

training, moderate or high intensity endurance training and control. The two 

training groups completed 8 weeks of training program, 5 days a week 

according to protocol. After completing training, expression of mir-133a, 

Runx2 and PPARγ were measured RT-PCR. The statistical analysis was 

performed using Kruskal-Wallis test with significance level of P<0.05. 

Results 

There was no significance in expression of mir-133a (P=0.701) , Runx2 (0.948) 

and PPARγ (P=0.364) in 5 groups. 

Conclusion 

Investigating cellular changes in bone after such exercises requires longer 

periods of exercise that should be investigated in future research. 

Keywords 

bone metabolism, femur bone, mir-133a, Runx2, endurance and resistance 

training, PPARγ 
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