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  مقدمه

شـده فراينـدي زيسـتي فعـال و     يـزي ربرنامـه آپوپتوز يا مـرگ  
ير است كـه در تنظـيم تعـادل بـين زايـش و مـرگ       پذبرگشت

هايي مانند مغز، عضلة يژه بافتوهبهاي مختلف سلولي در بافت

  23/09/1397تاريخ دريافت: 
  09/11/1397تاريخ پذيرش: 

  ها:كليدواژه
ــات  ــوز، تمرينـ ــوازي، آپوپتـ  هـ

  صحرايي. موش مرزنجوش،
 

 چكيده
  

 و ورزش از ناشـي  آپوپتـوز  بـا  مقابله براي مانند مرزنجوش گياهي هايعصاره و هامكمل از استفاده امروزه زمينه 
زمـان تمـرين   هـم  تأثير تعيين هدف بنابراين، مطالعة حاضر با .است يافته بسياري رواج تمريني سازگارهاي بهبود

 انجام هاي صحراييهاي آپوپتوز ميوكارد موشسازي عصارة گياهي مرزنجوش بر بيان ژني پروتئينهوازي و مكمل
 شد.

 ±86/17وزنـي ( بـا ميـانگين    اي)هفته 8(سر موش صحرايي نر نژاد ويستار  40 تجربي، اين مطالعة در روش كار
تمرين  و ) =8nتمرين( )، =8nعصاره( )، =8nكنترل( )، =8nپايه ( ،گروه همگن 5گرم) به صورت تصادفي در 129

 10-60جلسـة   5اي(هـر هفتـه   هفتـه  12اي عصاره در برنامه-گروه تمرين و تمرين ) قرار گرفتند. =8n( عصاره -
 سرعت درصد و15 شيب(دويدن روي نوارگردان حيوانيبيشينه)  مصرفي اكسيژن درصد 75-80اي با شدتدقيقه

 مزرنجـوش  اتـانولي  عصـارة  دريافت شامل مرزنجوش سازيمكمل همچنين،. شركت كردند )دقيقه بر متر 33-24
 هـا برداشـته شـد و بيـان    ساعت پس از آخرين جلسة تمريني، بخشـي از بافـت بطـن چـپ قلـب مـوش       48. بود

 تحليـل  آزمون از استفاده با ها،داده. شدبررسي  RT-PCRبا استفاده از روش  9-و كاسپاز Bax، Bcl-2هايپروتئين
  ).>05/0pشد( ( وتحليلتجزيه دوراهه واريانس
گـروه تمـرين و تركيـب     در Bax/Bcl- 2و نسـبت  9-، كاسـپاز  Baxبيان پـروتئين  نتايج تحقيق نشان داد  هايافته

 امـا  كنترل بود، گروه از بيشتر Bcl-2و بيان پروتئين  كمتر سازي مرزنجوش نسبت به گروه كنترلتمرين و مكمل
 .دار نبودها به لحاظ آماري معناها در تمامي شاخصگروه اين بين علاوه بر اين، تفاوت .نبود دارمعنا تفاوت اين

 عصـارة  سـازي هفتـه تمرينـات هـوازي همـراه بـا مكمـل       12 رسـد مي نظرها، بهبر اساس اين يافته گيرينتيجه
منجر نشد. بنابراين براي دسـتيابي   ميتوكندريايي هايسازگاري بهبود و آپوپتوزي فرايندهاي كاهش به مرزنجوش

 تر تحقيقات بيشتري نياز است.به نتايج بهتر و روشن
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سـازي  اسكلتي و ميوكارد نقش اساسي دارد. اين روند با فشرده
ها و غليظ سيتوپلاسـم سـلولي كـار    تكه كردن كروماتينو تكه

خود را آغاز كرده و با مچاله شدن هسته و غشـاهاي سـلولي و   
يابـد  هاي محتوي ذرات آپوپتـوتيكي خاتمـه مـي   توليد واكوئل

ا اين حال، نتايج مطالعات موجود حاكي است كه ميـزان  . ب]1[
آپوپتوز اندك ميوكارد ممكن اسـت در اثـر عوامـل درونـي يـا      

ي مجدد، داروهـاي  رسانخونبيروني مانند پرتوافكني، ايسكمي/
ــف، ســالخوردگي و فشــارهاي جســماني (مكــانيكي     -مختل
ع متابوليكي) تشديد پيدا كرده و از اين طريق مقدمات بروز انوا

ــي ــاي قلب ــد   -بيماره ــراهم كن ــي را ف ــد ]2[عروق ــن فراين . اي
فيزيولوژيــايي از طريــق دو مســير داخــل و خــارج ســلولي رخ 

و  TNFαدهد. مسير خارجي با اتصال ليگاندهاي مهم مانند مي
Fas شـود  اندازي ميهاي غشايي القا كنندة مرگ راهبه گيرنده

ر ايجـاد  ين مسـي تـر مهـم . در حالي كـه مسـير داخلـي،    ]5-3[
آپوپتــوز، بــا تغييراتــي در نفوذپــذيري ميتوكنــدري و رهــايش 
عوامل آپوپتوزي همراه است. به هر حال، رخدادهاي مولكـولي  

هاي ويژة تنظيمي ة تعادل بين پروتئينواسطآپوپتوز اساساً به 
ــي    ــخص م ــدآپوپتوزي مش ــيش و ض ــين   پ ــن ب ــود. در اي ش

اي اصـلي در  ه ـپـروتئين  عنـوان به، Bcl-2و  Baxهاي پروتئين
هاي آپوپتـوز ميتوكنـدريايي درگيـر    گيري آپوپتوز و پيامشكل
بـا كـاهش    Baxاند كه پـروتئين  شوند. تحقيقات نشان دادهمي

پايداري غشاي بيروني ميتوكندري به رهايش عوامل آپوپتوزي 
. در شـود از فضاي بين غشـايي منـتج مـي    Cمانند سيتوكروم 

از طريــق مقابلــه بــا فعاليــت     Bcl-2كــه پــروتئين  حــالي
بــه حفــظ يكپــارچگي غشــاي  Baxآپوپتــوزي پــروتئين پــيش

انجامـد. در مسـير داخلـي يـا ميتوكنـدريايي      ميتوكندري مـي 
. در اين بـين، فصـل   ]6[است آغازگركاسپاز  عنوانبه 9-كاسپاز

ســازي مشــترك همــه مســيرهاي آپوپتــوزي، در نهايــت فعــال
. بـا  ]7-9[ياتي سـلول اسـت  هاي حو تجزية پروتئين 3-كاسپاز

دنبال اتخاذ راهكارهاي مناسب اين حال، پژوهشگران همواره به
هــاي بــراي حمايــت از ميوكــارد در مقابــل آپوپتــوز و آســيب 

 عنـوان بـه احتمالي مرتبط با آن هستند. درمان سنتي گيـاهي  
اي است كه ي بالقوههانگرشجايگزين يا مكمل درمان، يكي از 

رود. مطالعات وسيعي مصرف غـذا  ز بكار ميبراي تعديل آپوپتو
هـا را بـا   و محصولات طبيعـي بافـت گيـاهي غنـي از بيوفنـل     

. مرزنجــوش انــدكــردهحفاظــت عليــه امــراض مــزمن مــرتبط 
)Origanum vulgare    گيــاهي محلــي غنــي از تركيبــات (

اســتروفنوليك اســت كــه عــاملي ضــدآپوپتوزي معرفــي شــده 
  .]10[است

ــانولي  در برخــي مطالعــات اثــر ضــد آپوپتــوزي عصــارة ات

اكسيداني، آنتي ميكروبي، آنتي يآنتمرزنجوش به دليل فعاليت 
سايتوكسيك و ضد سرطاني اجزاي اصلي آن مطالعـه و تأييـد   

هـاي  ي تـأثير عصـاره  تـازگ بـه . همچنين، ]12، 11[شده است 
گياهي و تمرينات هوازي بر فرايند آپوپتـوز توجـه بسـياري از    

لب كرده است. نتايج برخـي از مطالعـات   محققان را به خود ج
رويكـردي   عنـوان بـه اشاره دارد كـه مرزنجـوش ممكـن اسـت     

اكسيداني و ضدآپوپتوزي عمل كند. در اين راستا، گزارش يآنت
اثـر مثبتـي روي    ]12[شده است كه عصارة متانولي مرزنجوش

جزاير لانگرهانس پانكراس داشت و آن را از آپوپتـوز حاصـل از   
حفـظ كـرد.    3-از طريـق تنظـيم كاهشـي كاسـپاز    سايتوكاين 

) كـه همـراه بـا    ROSهاي فعـال اكسـيژن (  افزايش توليد گونه
ين دليـل افـزايش   ترمهمتغييرات عملكرد ميتوكندريايي است، 

هاي قلبي است و استفاده از مرزنجوش فرايند آپوپتوز در سلول
اين رويه فرايند آپوپتوز در يب، از افزايش ROSبا كاهش توليد 

. برخي از محققان معتقدنـد  ]13[كند بافت حياتي ممانعت مي
التهــابي در حــين -اكسايشــي-كــه بــروز فشــارهاي متــابوليكي

هاي ورزشي نسـبتاً سـنگين و شـديد ممكـن اسـت بـا       يتفعال
ــا كــاهش   ــروتئافــزايش عوامــل پــيش آپوپتــوزي ي هــاي ينپ

ضدآپوپتوزي باعث تشديد اين فراينـد و پيامـدهاي بعـدي آن    
د. هر چند نتـايج برخـي از مطالعـات بـه نقـش محـافظتي       شو

تمرينات بدني اشاره دارد. اين تناقضـات ممكـن اسـت عمـدتاً     
ناشي از شدت، مدت و نوع تمرينات بـدني (مقـاومتي در برابـر    

هاي مـورد  يآزمودنغيرمقاومتي) يا وضعيت سلامت و آمادگي 
سـال  در  ]9[مطالعه باشد. در اين راسـتا پترسـون و همكـاران   

اشاره داشتند كه نه هفته تمرين هوازي متوسط موجب  2008
ميوكارد، فعاليت كاسپازي و قطعه Bax كاهش سطوح پروتئين 

شــود. يمــهــاي چــاق در ميوكــارد مــوش DNAقطعـه شــدن  
نيــز بــه كــاركرد  2011در ســال  ]14[واينشــتين و همكــاران

درصد اكسيژن مصرفي بيشينه) 70حفاظتي تمرين استقامتي (
هاي صحرايي پس از آسـيب  مقابله با آپوپتوز ميوكارد موشدر 

پرفزيون مجدد اشاره داشتند. با اين حـال و  -ناشي از ايسكيمي
ها به تسـريع  بر خلاف نتايج مطالعات مذكور، برخي از پژوهش

  فرايند آپوپتوز متعاقب تمرينات ورزشي اشاره دارند. 
تمرينـات و  به هر حال، فشارهاي نسبتاً زياد انواع مختلـف  

هـاي فعاليـت بـدني و    همچنين اسـتفادة نادرسـت از پروتكـل   
اي و عمـوم جامعـه   يرحرفهغتجويزهاي نادرست در ورزشكاران 

ي جدي است كه ذهن پژوهشگران هاچالشها و ينگرانيكي از 
و متخصصان ورزشي و حتي خود ورزشكاران را به خـود جلـب   

كه برخي محققان معتقدند كـه بـا اعمـال    يطوربهكرده است. 
چنين فشارهايي حـين تمرينـات بـدني ممكـن اسـت ميـزان       
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آپوپتوز و استرس اكسايشي و عواقـب بعـدي آن بيشـتر شـود.     
تاكنون مطالعـة جـامعي در ايـن زمينـه انجـام نشـده اسـت و        

ي گيــاهي هــاعصــارهمطالعــات انــدكي اثــر تمــرين ورزشــي و 
پوپتوزي به شـكل مجـزا يـا بـا هـم      بر فرايندهاي آ رامختلفي 

ين تاكنون مطالعة جامعي روي مصرف همچناند و بررسي كرده
ــرد    ــه رويك ــا توجــه ب ــوازي ب ــرين ه عصــارة مرزنجــوش و تم

رو ايـن آپوپتوزيس بافـت ميوكـاردي صـورت نگرفتـه اسـت. از     
شناسايي اثر تمرينات هوازي در حضور عصـارة مرزنجـوش بـر    

هـاي ناشـي از   ها و آسيببيماريآپوپتوز ميوكارد براي كاهش 
رو، بـا انجـام   رسـد. از ايـن  آن ضرورت انكارناپذيري به نظر مي

توان انتظار داشت كه ضمن پاسخ بـه برخـي   تحقيق حاضر مي
هاي كـاربردي متناسـبي در راسـتاي    يشنهادپابهامات موجود، 

ة انجام تمرينات و پيشگيري از پيامدهاي منفـي احتمـالي   نحو
  د.آن به دست آي

  تحقيق روش
مطالعة تجربي حاضر به صـورت پـس آزمـون همـراه بـا گـروه       

نـژاد ويسـتار    ماهـه سر موش صحرايي نـر دو   40كنترل، روي 
حجـم نمونــة  گـرم) انجــام شـد.    129±86/17(ميـانگين وزن  

درســطح  مطالعــة حاضــر براســاس نتــايج تحقيقــات پيشــين،
ي درصد و توان آمـاري (خطـا  5داري (خطاي نوع نخست) معنا

تعيـين شـد    Medcalc18.2.1افزار نوع دوم) و با استفاده از نرم
ــراي تعيــين گــروه]20[ هــاي تجربــي و كنتــرل، از . ســپس ب

ها (با مقادير وزني نزديك هاي موجود در هر يك از قفسموش
به هم) به صـورت تصـادفي يـك نمونـه انتخـاب و در يكـي از       

استقرار كشته ساعت  48هاي پايه (در بدو پروتكل پس از گروه
گونه برنامـة  اي (در هيچهفته 12برداري شدند)، كنترل و بافت

 5فعاليت ورزشي شركت نكردند)، تمـرين هـوازي (هـر هفتـه     
ــا شــدتدقيقــه 10-60جلســة   اكســيژن درصــد 75-80اي ب

ــا شــيب  مصــرفي  بيشــينه دويــدن روي نــوارگردان حيــواني ب
نجـوش  دقيقه)، عصـارة مرز  بر متر 24-33 سرعت درصد و15

گـرم عصـارة    09/0يك گرم مكمل مرزنجـوش شـامل    (روزانه
 سي محلول سالين مصرف كردنـد و سي9جوش به اضافة مرزن

عصاره  -برنامة ورزشي شركت نكردند) و تمرين هوازي در هيچ
جلسه تمرين در هفته و روزانه يك گـرم مكمـل    5مرزنجوش (

هـر   مـوش در  8كردند) قرار داده شدند (مرزنجوش مصرف مي
براي جلوگيري از استرس و تغيير شرايط فيزيولوژيكي، گروه). 
ها به مـدت دو هفتـه تحـت شـرايط جديـد (آزمايشـگاه       نمونه

نگهداري حيوانات آزمايشي دانشكدة دامپزشـكي دانشـگاه آزاد   
روز 14ها به مـدت  اسلامي تبريز) نگهداري شدند. سپس نمونه

نـوارگردان قـرار   تحت برنامة آشـنايي بـا نحـوة فعاليـت، روي     
گرفتند. طي اين دوره، شيب نوارگردان صـفر درصـد، سـرعت    

دقيقه در روز بـود.   5-10متر بر دقيقه و مدت تمرين  15-10
روز در هفته (يكشنبه،  5عصاره براي -دو گروه تمرين و تمرين

هفتـه در   12شنبه و جمعه) و به مدت شنبه، پنجدوشنبه، سه
گردان الكترونيكـي هوشــمند  برنامـة تمـرين هـوازي روي نـوار    

حيواني شركت كردند. شـدت نسـبي كـار در سرتاسـر برنامـة      
 24-33درصد اكسيژن مصرفي بيشينه ( 75-80تمرين معادل 

درصد) حفظ شد. مدت زمان تمـرين از   15متر/دقيقه با شيب 
دقيقه در روز  60دقيقه در روز در هفتة نخست شروع و به  10

(جـدول  ]15[تهاي دوره حفظ شددر هفتة پنجم رسيده و تا ان
ــق،  1 ــه در طــول تحقي ــر اســت ك ــامــوش). شــايان ذك در  ه

 42×5/26×15كربنات شفاف به ابعـاد  يي از جنس پليهاقفس
 55±5گراد)، رطوبت محيط (سانتي22±4/1متر، دماي (سانتي

بـا تهويـة مناسـب     12:12تـاريكي   -ة روشناييچرخدرصد) و 
  نگهداري شدند.

  
  . مشخصات پروتكل تمريني1جدول 

  متغيرهاي تمرين
  هاي تمرينهفته

1 2 3 4 5 6  7  8  9  10  11  12  
 60 60 60 60 60 60  60 60 45 35 20 10  (دقيقه در روز) مدت تمرين

  33  32  31  30  29  28  27 26 25 25 24 24سرعت نوارگردان (متر بر دقيقه)
 15 15 15 15 15 15 15151515 15 15  (درصد) شيب نوارگردان

  
هاي گروه كنترل و تمـرين بـه صـورت آزادانـه از     آزمودني

غذاي استاندارد و آب در طول دورة پـژوهش اسـتفاده كردنـد.    
ساعت  48هاي صحرايي را متخصصان كارآزموده، تمامي موش

پــس از آخــرين جلســة تمــرين بــه روش بــدون درد كشــته و 
هـا بـا   جراحي كردند. سپس بخشي از بافت بطن چپ آزمودني

 mRNAرداشته شده و براي بررسي ميزان بيان ژني يـا  دقت ب
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 PCR ReaL، از روش 9-، كاسـپاز Bax  ،Bcl-2هـاي پـروتئين 

Time      ــت ــا رعاي ــق ب ــل تحقي ــامي مراح ــد. تم ــتفاده ش اس
ــتفاده از     ــت و اس ــوص مراقب ــازماني در خص ــتورالعمل س دس

  حيوانات انجام شد.

  دهي مرزنجوش روش تهية عصارة اتانولي و مكمل
شدة گياه مورد نظر با دستگاه خوردكننـده پـودر    خشكنمونة 
گرم از پودرگياه درون ارلن يك ليتري ريخته شـد و   100شد، 

 1بـه   1درصـد و آب مقطـر بـه نسـبت     96به آن الكل اتيليك 
سـاعت   24اي كه بـه حجـم برسـد. بعـد از     اضافه شد، به گونه

محلول صاف شد. سپس محلول صـاف شـده توسـط دسـتگاه     
گراد و سرعت چرخش يسانتدرجة  50در دماي  خلأتقطير در 

  حجم اوليه تغليظ شد. 3/1دور در دقيقه تا  70
گروه مرزنجـوش و تركيبـي يـك گـرم مكمـل مرزنجـوش       

سـي محلـول   يس ـ 9جوش بـه اضـافة   گرم عصارة مرزن 09/0(
گيـري  سالين) كه به وسيلة ترازوي حسـاس ديجيتـالي انـدازه   

كـل تمرينـي از طريـق گـاواژ     شده بود بعـد از اتمـام هـر پروت   
گونـه  يچه ـاي اين پروتكل تمريني دوره در طولدريافت كرده، 

در ها خورانده نشـد و در ضـمن   مكمل غذايي ديگري به موش
ها به غير از گروه تمرين و كنترل اين هاي آزمودنيي گروهتمام

  امر رعايت شد.

  : RNAاستخراج 
يــن و كتــامين تزريــق زايلازحيوانــات بــا اســتفاده از  نخســت

اي، و سپس فدا شدند. پس از شـكافتن حفـره سـينه    هوشبي
. براي استخراج شدندبه دقت جدا  بافت قلب (بخش بطن چپ)

RNA  هـا، طبـق روش پيشـنهادي كيـت (    از نمونـهThermo 

K0731, USA     .و با اندكي تغييرات به شـرح زيـر عمـل شـد (
گــرم از بافــت عضــلة قلبــي در حضــور يــك ميلــي 50حــدود 

ليتر از بافر ليز كننده هموژنه شده و سپس به مدت پـنج  ميلي
 2/0دقيقه در دماي اتاق انكوبه شد. سپس به هر ميكروتيـوب  

ليتر كلروفروم افزوده شد و ميكروتيوب به شدت با دسـت  ميلي
درجـه   4دقيقه در دماي 5ثانيه تكان داده شده و  15به مدت 

درجـه و  4در شـرايط  دقيقه  15انكوبه شد و در ادامه به مدت 
13700 g    سانتريفيوژ شد. سپس به دقت و بـدون تكـان دادن

بـود، جداسـازي شـد و بـه      RNAيي كـه حـاوي   روتيوب، فاز 
ميكروتيوب ديگر منتقل شده و بـه محلـول جـدا شـده حجـم      

دقيقـه در   10مساوي از ايزوپروپانول سرد اضـافه شـد و بـراي    
روتيـوب بـه مـدت    درجه انكوبه شد. بعد از آن ميك -20دماي 

سانترفوژ شده، مايع  g 13700درجه و  4دقيقه در شرايط  10
درصـد   80ليتر اتانول ميلي1يي بيرون ريخته شده و سپس رو

به ميكروتيـوب اضـافه شـد. بلافاصـله ميكروتيـوب بـه مـدت        
سـانترفوژ شـده، مـايع     g 13700درجه و 4دقيقه در شرايط 5

 20رويي بيرون ريخته شد و به دقت اتانول خالي شد و حدود 
دقيقه اجازه داده شد تا الكل تبخير شود. سپس مجدداً به هـر  

ــا دي اتيــل  ميلــي 02/0ميكروتيــوب  ليتــر آب تيمــار شــده ب
استخراج شـده بـراي    RNA) افزوده شد. DEPC1پيروكربنات (

  داري شد.رجه نگهد -70استفادة بعدي در دماي 

  استخراج شده: RNAتعيين كميت و كيفيت 
 RNAلازم اسـت، كيفيـت و كميـت     RNA پـس از اسـتخراج  

از دو  RNAاستخراج شده تعيـين شـود. بـراي تعيـين مقـدار      
روش اسپكتروفتومتري و الكتروفورز بر ژل آگاروز استفاده شد. 

ده در روش اسپكتروفتومتري از دستگاه اسـپكتروفتومتر اسـتفا  
استخراج شده را بـا آب   RNAكه حجم معيني از طوريشد، به

. شـد رقيق كرده و به حجـم خاصـي رسـانده     TEمقطر يا بافر 
شود. براي كاليبره كردن ناميده مي 2نسبت مذكور فاكتور رقت

درون كـوت كـوارتز    TEدستگاه، حجم خاصي از آب مقطر يـا  
نانومتر  280و  260هاي ريخته و طيف جذبي آن در طول موج

 DNA، ميزان جذب نور متوسـط  260Aروي صفر تنظيم شد. 
، ميزان جذب نور متوسـط  280Aنانومتر و  260در طول موج 

RNA  نانومتر است. پس از كـاليبره شـدن،    280در طول موج
رقيق شـده داخـل كـوت ريختـه      RNAحجم خاصي از نمونه 

نســبت بــين ايــن دو از  طــورهمــينو  280Aو  260Aشــده، 
بــرآوردي از  280A/260A. نســبت شــدمــي خوانــدهگاه دســت

اسـت.   2تا  8/1بين   RNAاست. اين نسبت در  RNAخلوص 
پروتئيني، فنلـي   هايآلودگينشانگر وجود  8/1مقادير كمتر از 

است. مقادير بيشتر  ماوراءبنفش اشعه هايكنندهجذبيا ديگر 
پس استخراج شده است  نمونهدر  RNAنيز نشانگر وجود  2از 

مورد  محدودهدر  هاآنكه نسبت جذبي  هاييمحلولاز انتخاب 
نـانومتر بـراي    260نظر باشد، از اعداد مربوط بـه طـول مـوج    

طبق روابط زيـر اسـتفاده شـد: از     RNAمحاسبة ميزان غلظت 
نـانومتر متنـاظر    260هر يك واحد جذب در طول  كه ييآنجا

 اسـت اي تك رشته RNAنانوگرم بر ميكروليتر از  50با حدود 
  :توان از فرمول زير استفاده كردمي RNAبراي تعيين مقدار 

260   ×ng/μl 50 ×)  =  ضريب رقتng/µl غلظت (RNA  
ــه ــاي نمون ــتگاه    RNAه ــه كمــك دس ــده ب ــتخراج ش اس

هـا  اسپكتروفتومتر بررسي شد. در بيشتر موارد كيفيـت نمونـه  
بـين   ، مناسب و280A/260Aمطلوب بود به طوري كه نسبت 

                                                                                          
1. Diethylpyrocarbonate 

2. Dilution factor 
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بــود. در روش الكتروفــورز روي ژل آگــاروز نيــز      2تــا   9/1
ــه ــاي نمون ــا غلظــت RNAه ــاروز  ب ــر ژل آگ ــاوت ب ــاي متف ه

تـام،   RNAي واحدها يرزدرصد) الكتروفورز شدند. حضور 8/1(
  استخراجي است. RNAكيفيت مناسب  كنندهمشخص 

  cDNAساخت 
ــت   RevertAID TM Firs (Fermentas., Canada)از كي

Standard cDNA synthesis      و طبـق دسـتورالعمل شـركت
و  DNAميكروليتــر 1ســازنده بــه صــورت زيــر اســتفاده شــد: 

 5/1در تيـوبي   DNase I reaction buffer 10Xميكروليتـر از 1
بـه   DEPC-traeted eater و توسـط ليتـري ريختـه شـده    ميلي

به تيـوب اضـافه    DNaseميكروليتر 1ميكروليتر رسيد. 9حجم 
) و پس از افزودن DNAين بردن آلودگي احتمالي با (براي از ب

دقيقـه   30ليتر از اتانول مطلق، تيوب مربوطه به مـدت  ميلي1
 20درجه قرار گرفت. تيـوب مربوطـه بـه مـدت      -70در فريزر 

سـانترفوژ شـد و پـس از     g14000درجه و 4دقيقه در شرايط 
دقيقـه   10آن، در زير هود به دقت اتانول خالي شده و حـدود  

  اجازه داده شد تا الكل تبخير شود.
و  DEPC-treated waterميكروليتـر   11به تيوب مربوطـه  

 Random hexamer Primerيا   oligi (dt) Primerميكروليتر1
 Dry blockدرجـه روي   70دقيقـه در دمـاي    5افزوده شـد و  
ميكروليتـر  2و reaction buffer 5X ميكروليتـر  4انكوبـه شـد.   

dNTP 10mM mix  ــر 1و  Ribolockميكروليتــــ

RibonucleaseTranscription Inhibitor  به تيوب افزوده شد و
درجه انكوبـه   37دقيقه در 5پس از سانترفوژ مختصر، به مدت 

ــزيم 1شــد.  -RverertAid TM H Minus Mميكروليتــر آن

MuLV Reverse   به تيوب قبل افزوده شد. در ادامه در صورت
ــر   ــتفاده از پرايم ــه در oligo (dt) ،6اس ــه و در  42دقيق درج

دقيقه 5، نخست Random hexamer primerصورت استفاده از 
ــال آن  25در  درجـــه  42دقيقـــه در  90درجـــه و بـــه دنبـ

انكوباسيون صورت گرفت. واكنش با قرار دادن تيوب بـه مـدت   
 -70درجه پايان پذيرفت و نمونـه در فريـزر    70دقيقه در  10

ژن مـوردنظر  5براي همه  cDNA داري شد. ساخت درجه نگه
  انجام شد.

Real-time PCR:  
هـاي مـورد نظـر از    گيري ميزان بيان ژني پـروتئين براي اندازه

) استفاده Rotor gene-6000 )Corbett, USAدستگاه مربوطه 
هاي اختصاصي طراحـي  پرايمرمورد مطالعه،  يهابراي ژنشد. 

ز ) ســنتBioneer, Germanyشــد و توســط شــركت بــايونير (
بـراي   Primer 3 افـزار نـرم شـدند. سـپس هـر پرايمـر توسـط      

اطمينان از يكتا بودن محل جفت شدن پرايمرها ارزيـابي شـد   
طبق دستورالعمل مشخص شـده از شـركت سـنتز     ).2(جدول 

 DNase, RNaseمقطـر فاقـد    كننده پرايمرها، مقـدار لازم آب 
سازي به آن اضافه شـد. سـپس از ايـن اسـتوك     منظور رقيقبه

Mμ 100 رقت ،Mμ 10    درجـة   -20دمـاي  تهيـه كـرده و در
 GAPDHنگهــداري شــد. در ايــن تحقيــق از ژن گــراد ســانتي

عنوان كنترل داخلـي اسـتفاده شـد كـه هميشـه در تمـامي       به
  شود.ها بيان ميسلول

 

 ها مورد بررسيتوالي پرايمرهاي ژن.2جدول

  ژن توالي پرايمر
For: 5′3- TGCAGAGATGTCCAGTCA -′
Rev: 5′3-CCCACCGAACTCAAAGAAG-′

Bcl2 

For: 5′- TGCTACAGGGTTTCATCCA -3′
Rev: 5′- GTCCAGTTCATCGCCAATTC -3′ 

Bax  
For: 5′- CCTCACTTTGCTCTTCCTAC -3′
Rev: 5′- GTAACCAACAGACAGGAGAC -3′ 

Caspase-9  
For: 5′- GGAGAAACCTGCCAAGTATG -3′ 
Rev: 5′- CAGCATCAAAGGTGGAAGAA -3′ 

GAPDH 

  
  هاي آماريوتحليليهتجز

هـا  يـانس وارو تجـانس   هـا دادهبراي بررسي نرمال بودن توزيع 
ويلـك و لـوين اسـتفاده شـد.     -ي شـاپيرو هـا آزمونترتيب از به

تحليـل  آزمـون  با استفاده از  هادادههمچنين مقايسة ميانگين 
هـاي  وتحليـل يـه تجزانجام شـد.   )ANOVA( واريانس دوطرفه

سـطح  و در  21نسـخه   SPSS افـزار بـا اسـتفاده از نـرم    آماري

   انجام شد. >05/0pداري امعن

 هاي تحقيقنتايج و يافته
 هـا شاخصويلك و آزمون لوين در تمامي -نتايج آزمون شاپيرو

)05/0 > p  و تجـانس   هـا هداد) بود كه دلالت بر توزيع نرمـال
حاصـل از   شـده محاسبه Fها داشت. با توجه به ارزش يانسوار
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آزمون تحليل واريانس دو طرفه، تفاوت معناداري بين ميانگين 
 و  Bax/Bcl-2، نسـبت   Bax  ،Bcl-2هاي ينپروتئمقادير بيان 

هفتـه مشـاهده    12ي صحرايي پس از هاموشقلبي  9-كاسپاز
دار نبـودن تفـاوت   امعنا وجود ). به طوري كه بp < 05/0نشد(

ــروتئين   ــان پ ــين گروهــي، بي  و نســبت 9-، كاســپاز  Baxب

Bax/Bcl-2     سـازي  درگروه تمرين و تركيـب تمـرين و مكمـل
 Bcl-2و بيان پـروتئين   كمتر مرزنجوش نسبت به گروه كنترل

  ).3و جدول  1كنترل بود(شكل  گروه از بيشتر
  
متعاقب تمرين هوازي صحرايي  يهاموشقلبي  9-كاسپاز و  Bax/Bcl-2، نسبت  Bax  ،Bcl-2 يهانيپروتئتحليل واريانس دوراهه مقادير بيان  .3 جدول

  سازي مرزنجوشو مكمل
 F  P  ميانگين مجذورات   هاشاخص

Bcl2  
  160/0  1/2  026/0 تمرين هوازي

  122/0  56/2  031/0 سازي مرزنجوشمكمل
  198/0  75/1  021/0 سازي مرزنجوشمكمل×تمرين هوازي

Bax  
  58/0  4/0  001/0 تمرين هوازي

  22/0  52/1  034/0 سازي مرزنجوشمكمل
 84/0  03/0  003/0 سازي مرزنجوشمكمل×تمرين هوازي

Bax/Bcl-2 
  63/0  230/0  66/5 تمرين هوازي

  28/0  21/1  35/5 سازي مرزنجوشمكمل
  36/0  23/1  66/5 سازي مرزنجوشمكمل×تمرين هوازي

  9-كاسپاز
  468/0  72/0  78/2 تمرين هوازي

  532/0  66/0  78/1 سازي مرزنجوشمكمل
  000/1  34/1  2/35 سازي مرزنجوشمكمل×تمرين هوازي

  
 

  
  مرزنجوش و تركيبيسازي هوازي، مكمل تمرينات در گروه 9-و كاسپاز  Bax/Bcl-2 نسبت، Bax ، Bcl-2. تغييرات بيان1 شكل

  
  بحث

تفاوت معناداري بين ميانگين نتايج مطالعة حاضر نشان داد كه 
و  Bax/Bcl-2، نسـبت   Bax  ،Bcl-2هاي ينپروتئمقادير بيان 

هفتـه وجـود    12ي صـحرايي پـس از   هاموشقلبي  9-كاسپاز
اوت بين گروهي، دار نبودن تفامعنندارد.  به طوري كه با وجود 

درگـروه    Bax/Bcl-2 و نسبت 9-، كاسپاز  Baxبيان پروتئين 
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سـازي مرزنجـوش نسـبت بـه     تمرين و تركيب تمرين و مكمل
كنترل  گروه از بيشتر Bcl-2و بيان پروتئين  كمتر گروه كنترل

ير تمرينـات  تـأث . با اين حال، مطالعات بسيار اندكي دربـارة  بود
،  Baxهاي ينپروتئوش بر بيان ورزشي و مصرف عصارة مرزنج

Bcl-2 نتـايج متناقضـي را    اغلـب وجـود دارد كـه    9-و كاسپاز
  ]17، 16، 1[ اندكردهگزارش 

كه  3به طوري كه نتايج پژوهش حاضر با نتايج مطالعة سيو
دار و همچنين عـدم تغييـر معنـا   Bax وكـاهش  Bcl-2افزايش 
هفتـه   8هـا پـس از   ة قلبي و اسكلتي مـوش در عضل 3-كاسپاز

 راسـتا هـم روز در هفتـه) را گـزارش كردنـد     5تمرين هوازي (
ــر   ]16[اســت ــدز مبنــي ب ــة فرنان ــايج مطالع ــا نت ــين ب . همچن
 10و دركل مهار آپوپتـوز متعاقـب    Bax، كاهش Bcl-2افزايش

هـاي صـحرايي نـر همسـو     هفته تمرين هوازي شـنا در مـوش  
پـژوهش فـانواف و همكـاران مبنـي بـر       ، اما با نتايج]17[است

بلافاصله بعـد از جلسـة تمرينـي     Baxو افزايش  Bcl-2كاهش 
تـوان در  ميهوازي همخواني نداشت. همچنين، علت تناقض را 

مدت زمان و طول دورة تمرين دانست. بـه طوري كـه در ايـن   
  . ]1[مطالعه تنها پاسخ به يك جلسه فعاليت بدني بررسي شد 

ين باعث القـا عوامـل   حاضر تمر در پژوهش رسدبه نظرمي
اسـت. همچنـين كـاهش     شده Bcl-2در افزايش بيان ژن مؤثر

درگـروه تركيـب تمـرين و مرزنجـوش      Bax بيـان ژن محـرك  
ين نـوع تمـرين بـه لحـاظ     تـر مهممشاهده شد. تمرين هوازي 

شدت تمريني در افزايش چگـالي و محتـواي ميتوكنـدريايي و    
. ميتوكندري نقش بسيار ]18[استهمچنين بهبود عملكرد آن 
كند. ميتوكندري جزء لاينفك مسـير  حياتي در آپوپتوز ايفا مي

هـاي  داخلي بروز آپوپتوز و محل اسـتقرار بسـياري از پـروتئين   
 Bcl-2درگير در مراحل اوليه اين فرايند از جمله اعضا خانواده 

 در اثـر رسد بهبود عملكـرد ميتوكنـدري   . به نظر مي]19[است
ــا شــدت متوســط باعــث افــزايش  هف12 تــه تمــرين هــوازي ب

نيز به  Baxو در نتيجه مهار آپوپتوز شده باشد و  Bcl-2مقادير
هـاي فعـال   كاهش يافته اسـت. احتمـالاً گونـه    زمانهمصورت 

) ايجاد شده در اثر تمرين خيلـي شـديد باعـث    ROSاكسيژن(
ن، شده باشد. احتمالاً در اثر تمري Baxافزايش مقادير بيان ژن 

ي سيگنالي پيش آپوپتـوز  هامولكولمسيرهاي آپوپتوز داخلي، 
 ماننـد   Bcl-2هـاي پـيش آپوپتـوزي خـانواده     مانند پـروتئين 

Bak)Bax  به ميتوكندري منتقل شده) و رهايش سيتوكرومC 
ــه كــاهش فعاليــت كاســپاز  ــد. منجــر شــده 9-را مهــار و  ب ان

علاوه بر اينكه بازيگر اصلي فرايند فعال سـاختن   Cسيتوكروم 
آبشاركاسپازهاي ميتوكندريايي است با فسفوليپيد اختصاصـي  

                                                                                          
3. Siu  

  . ]19[ميتوكندري تعامل دارد
Bcl-2  يم در غشــاي خــارجي ميتوكنــدري طــور مســتقبـه

همواليگــومريزه شــده و نقشــي حيــاتي در نفوذپــذيري غشــاء 
افـزايش   Bcl-2زايش . اف ـ]18[اندخارجي ميتوكندري ايفا كرده

در اثر بهبود عملكرد ميتوكندري ناشي از سازگاري بـا تمـرين   
شده كه آن نيز تغييـر پتانسـيل غشـاء      Bax/ Bak باعث مهار

ــيتوكروم   ــازي س ــدريايي و رهاس ــته   Cميتوكن ــي داش را در پ
. بهبــود ]1[را مهــاركرده اســت 9-اســت،كه درنهايــت كاســپاز

بـا تمـرين هـوازي باعـث      عملكرد ميتوكندري در اثر سازگاري
شده كه در نتيجة  Bcl-2القاء عوامل بالادستي درافزايش توليد 

و درنتيجـه   Bax هاي محرك آپوپتوز مانندآن كاهش بيان ژن
هـاي  كاهش آسيب بافت ميوكـاردي و بهبـود عملكـرد سـلول    

به نتايج پــژوهش حاضـر تمـرين     با توجهشود. ميوكاردي مي
هايي اسـت كـه   بود بيان پروتئينهوازي روش مناسبي براي به

  كنند. براي تعديل و كاهش فرايندهاي آپوپتوزي عمل مي
همچنين، در راستاي تقويـت آثـار تمـرين هـوازي توسـط      

سازي و دريافت عصارة گياهي مرزنجوش برخي مطالعات مكمل
اند كه اين تركيب گياهي داراي تركيباتي اسـت كـه   نشان داده

آپوپتوزي مانند اكسيداني و آنتييآنت، باكتريالهاي آنتيويژگي
و 8، ميرسن7اول-4-، ترپينين6ترپين-، گاما5، تيمول4كارواكرول

. البته ممكن اسـت نسـبت بـه    ]20، 11[دارد  9استات-ليناليل
ي متفـاوتي در  اجـزا الكلي يا تركيبي) -گيري (آبينحوة عصاره

 عصارة حاصل استخراج شده باشد. كارواكرول يكي از تركيبات
هــاي موجــود در عصــارة مرزنجــوش اســت كــه داراي ويژگــي

ــ ــاكتري   يآنت ــه ب ــال ب ــايي اتص ــيداني و داراي توان ــا و اكس ه
هاي سلولي مرتبط با بروز آپوپتوز است و همچنـين در  گيرنده

برخي مطالعات گزارش شده است كـه از طريـق كـاهش بيـان     
) TNF-αآلفـا ( -) و عامل نكروزي توموريIL-6( 6-اينترلوكين

ست كه با بروز آپوپتوز حين فعاليت ورزشـي ارتبـاط نزديكـي    ا
اند كـه  . همچنين، برخي مطالعات گزارش كرده]22، 21[دارد 

ــزيم   ــار آنــ ــارواكرول ممكــــن اســــت از طريــــق مهــ كــ
Cyclooxygenase-2   ــق كــاهش ــد التهــاب و از طري ــر فراين ب

باعـث   P38فسـفوريله و تعـديل فعاليـت     Erk1/2سـازي  فعال
. به علاوه، در برخي از مطالعات ]23[آپوپتوز شود تعديل فرايند

در  Aktپيشــين نشــان داده شــده اســت كــه فــرم فســفوريله  
ممانعت از القاء آپوپتوز نقش مهمـي دارد و كـارواكرول باعـث    

                                                                                          
4. Carvacrol 
5. Thymol 
6. gamma-terpiene 
7. Terpinin-4-ol 
8. Myricine 
9. Linalyl-acetate 
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، بروز خاصيت ضد التهـابي،  Aktدار فرم فسفوريله كاهش معنا
فعـال  هـاي  القاء استرس اكسايشي از طريق افزايش توليد گونه

سـازي  اكسيژن، مسيرهاي مرتبط با پـروتئين كينازهـا و فعـال   
  .]23[شودمي 3-كاسپاز

همچنين، تيمول، تركيب مونوترپنفنولي موجود در عصـارة  
اكسايشـي و ضـدآپوپتوزي دارد.   مرزنجوش است كه آثـار ضـد  

اند كه اين مصرف تركيب با افـزايش  داده نشانبرخي مطالعات 
هـاي آزاد  زدايي راديكـال تالاز باعث سمبيان و فعاليت آنزيم كا

پراكسيد هيدروژن و كاهش بروز استرس اكسايشـي و آپوپتـوز   
   ]24[شودمتعاقب آن مي

اند كه ايزومرهـاي  علاوه بر اين، برخي تحقيقات نشان داده
تركيبات فنولي حاضر در سـاختار ايـن تركيـب گيـاهي داراي     

هـاي آزاد  اديكـال اكسيداني بـراي مقابلـه بـا ر   يآنتهاي ويژگي
. در اين راستا، پراسـانا و  ]11[ناشي از پراكسيد هيدروژن است 

گزارش كردند كـه شـش هفتـه     2016در سال  ]25[همكاران 
گرم بـه ازاي هـر   ميلي 300مصرف عصاره مرزنجوش به مقدار 

و افـزايش   Baxكيلوگرم باعث كـاهش شـاخص پروآپوپتـوزي    
اي مبـتلا بـه ديابـت    ه ـدر موش Bcl-2آپوپتوزي شاخص آنتي
  شده است. 

با توجه به مطالب فوق و بر خـلاف نتـايج تحقيـق حاضـر     
سـازي عصـارة اتـانولي    توان ابراز داشت كه دريافت و مكملمي

توانـد  مرزنجوش همراه با تمرينات هوازي با شدت متوسط نمي
باعث بهبـود فراينـدهاي مـرتبط بـا كـاهش آپوپتـوز ناشـي از        

عملكـرد ميتوكنـدريايي و متعاقـب آن     فعاليت ورزشي و بهبود
كاهش فرايندهاي مرتبط با آپوپتوز شود. با اين حال مطالعـات  

انـد كـه   متعددي كه از ديگر تركيبات گيـاهي اسـتفاده كـرده   
ير تـأث داراي اجزاي مشـابهي بـا مرزنجـوش هسـتند، نشـان از      

. براي مثـال، خـاني و   ]27، 26[را داشتند  هامكملمثبت اين 
گزارش كردند كه تركيب هشت  2017در سال  ]26[همكاران 

گرم به ازاي هر كيلـوگرم  ميلي 400سازي آويشن (هفته مكمل
وزن بدن) با فعاليـت ورزشـي هـوازي باعـث افـزايش ظرفيـت       

هاي اكسايشي و بهبـود بيـوژنز و   ضداكسايشي، كاهش شاخص

عملكرد ميتوكندريايي شده است. اين نكته بايـد خـاطر نشـان    
اره آويشـن داراي تركيبـاتي ماننـد كـارواكرول و     شود كه عص ـ

تيمول است كه در عصاره مرزنجوش نيز حضور دارند. علاوه بر 
اين، برخلاف نتايج تحقيق حاضر، نتايج برخي مطالعات ماننـد  

ــاران ( ــري و همك ــاران (2015جعف ) 2006) و ســونگ و همك
سـازي بـا مـواد    نشان داد كه پس از تمرينات هوازي يا مكمـل 

 Bax/Bcl2داري نســبت امعنــاكســيداني باعــث كــاهش يآنتــ
اند كه ايـن شـاخص   . اين مطالعات نشان داده]30-28[شوديم

ممكن است نشان دهندة افزايش مقاومت سلولي در برابر بـروز  
آپوپتوز باشد. در مقابل، برخي محققان افزايش اين نسبت پس 

ميـوم  اكسـيداني ماننـد كرو  يآنت ـسازي با برخي مواد از مكمل
گزارش شده است. ايـن تنـاقض ممكـن اسـت ناشـي از محـل       

باشـد؛ بـه طـوري كـه در ايـن       Bax/Bcl2گيري نسـبت  اندازه
مطالعه اين نسبت در ديواره ميتوكنـدري انـدازه گرفتـه شـده     

. با اين حال، به دليل محدود بودن مطالعـات انجـام   ]31[است 
اين حيطه شده در اين زمينه، تا زمان روشن شدن ابعاد بيشتر 

  گيري قطعي در اين مورد اجتناب شود.از نتيجه

  گيرييجهنت
هفته تمرينـات   12دهدي نتايج اين پژوهش نشان ميطوركلبه

 كـاهش  بـه  مرزنجـوش  عصـارة  سـازي هوازي همراه بـا مكمـل  
 ميتوكنـدريايي  هـاي سـازگاري  بهبـود  و آپوپتـوزي  فرايندهاي

دستيابي به نتايج  گيريم كه برايمنجر نشد. بنابراين نتيجه مي
تر تحقيقاتي با تعـداد آزمـودني و ميـزان عصـاره     بهتر و روشن

 مرزنجوش مصرفي بيشتري مورد نياز است.

  تشكروقدرداني
اين مقاله مستخرج از رسالة دكتري مصـوب گـروه فيزيولـوژي    

، از اسـت ورزشي دانشگاه آزاد اسـلامي واحـد تهـران مركـزي     
تحقيــق همكــاري  هــاي مختلــف كــه در ايــنهمكــاري گــروه

  كمال تشكر و قدرداني را داريم. اندداشته
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Abstract 

Background  Today, the use of supplements and herbal extracts has 
been widely used to prevent exercise induced apoptosis and improve 
exercise training adaptations. Thus, the present study examined the 
effect of the 12 weeks aerobic training with Origanum vulgare 
Ethanolic Extract supplementation on the myocardial apoptosis in 
young male rats. 
Methods . In this experimental study, 40 male Wistar rats (8 weeks 
old) with an average weight 129±17.86 gr randomly divided in five 
equal groups: basic (n=8), control (n=8), Origanum vulgare (n=8), 
aerobic training (n=8) and aerobic training- Origanum vulgare (n=8). 
The aerobic training and aerobic training- Origanum vulgare groups 
participated in a 12-week program (5 sessions of 10-60 min each 
week, with an intensity of 75-80% of maximum oxygen consumption) 
running on animal treadmill (15% incline and 24-33 m/s). Also, 
Origanum vulgare Ethanolic extract was used for supplementation. 
Forty-eight hours after the last exercise session, a part of the left 
venticular tissue of the heart was removed and expression of  Bax, 
Bcl2 and caspase-9 proteins was investigated using RT-PCR method. 
Data were analyzed by Two-way ANOVA test (P<0.05). 
Results The results showed that expression of Bax, caspase-9 and 
Bax/ Bcl-2 ratio in the training and training- Origanum vulgare 
groups was lower than the control group and expression of Bcl-2 
protein was higher than the control group, but this difference was not 
significant. In addition, the difference between these groups in all 
indices was not statistically significant. 
Conclusion . Based on these findings, it seems that 12 weeks of 
aerobic training with supplementation of Origanum vulgare extract 
did not lead to apoptotic processes and improved mitochondrial 
adaptations. Therefore, more research is needed to achieve better and 
clearer results. 
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