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Abstract
Background and Aim: Considering the key role of apoptosis and other factors in inflammation, growth and metastasis of tumor 
cells and also regulating effect of physical activity, the aim of this study was to investigate the effects of aerobic exercise on the 
expression of these factors in breast cancer and also on breast cancer tumors weight reduction in mice. Materials and Methods: 
Twenty female 3-weeks-old C ball mice with a mean weight of 17.10 ±0.10 g were randomly divided into experimental (aerobic 
exercise) and control groups. By subcutaneous injection of MC4-L2 cancer cells, both groups were diagnosed with cancer, and 
then the experimental group was trained for 8 weeks (5 sessions per week and each session lasted 14-20 minutes running at 
55-70 percent of VO

2max
 on the treadmill with zero gradient. The exercises began at a speed of 14 m/min in the first week and 

finally reached to 20 m/min in the last two weeks. 48 hours after the last training session, the mice were sacrificed and their tumors 
tissue samples were removed and stored at -70 ° C and the level of gene expression of Apaf-1  and caspase 3 of tumor tissue 
were measured by Real Time-PCR. Data were analyzed by SPSS21 using independent sample t- test at the significant level of 
p≤0.05. Results: The results of independent sample t- test showed that tumor volume in the training group was significantly 
lower than the control group (p=0.001), moreover the levels of Apaf-1  (p=0.001) and caspase 3 (p=0.001) was also significantly 
higher than the control group. Conclusion: Due to the increased gene expression of Apaf-1 and caspase 3 following regular 
aerobic exercise with intensity of 55 to 70% VO

2max
, it can be suggested that medium-intensity aerobic exercise can controls the 

growth of breast tumors in female Balb C mice.
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چکیده
ــش  ــوری و نق ــلول های توم ــتاز س ــد و متاس ــاب، رش ــیس در الته ــدی آپوپتوزیس ــش کلی ــه نق ــه ب ــا توج ــدف: ب ــه و ه زمین
تنظیم کنندگــی فعالیــت بدنــی، هــدف تحقیــق حاضــر بررســی تاثیــر تمریــن هــوازی بــر میــزان بیــان ژن ایــن عوامــل در ســرطان 
پســتان و اثــر  بــر کاهــش وزن تومــور پســتان در موش هــا اســت. روش تحقیــق: تعــداد 20 ســر مــوش بالــب C مــاده 3 تــا 5 هفتــه 
ای، بــا میانگیــن وزنــي 0/10 ±17/10 گــرم بــه صــورت تصادفــی بــه دو گــروه تجربــی )تمریــن هــوازی( و کنتــرل تقســیم شــدند. بــا 
ــی  ــه  ســرطان مبتــلا شــدند و پــس از آن، گــروه تجرب ــدی ســلول های ســرطانی L2-MC4، موش هــای هــر دو گــروه ب ــق زیرجل تزری
بــه مــدت 8 هفتــه، 5 روز در هفتــه پروتــکل تمریــن هــوازی مشــتمل بــر دویــدن روی نوارگــردان بــا شــیب صفــر درجــه و شــدت 55 
تــا 70 درصــد حداکثــر اکســیژن مصرفــی را در طــول زمــان 14 تــا 20 دقیقــه در هــر جلســه اجــرا کردنــد. تمرینــات در هفتــه اول 
بــا ســرعت 14 متــر بــر دقیقــه شــروع شــد و نهایتــا در 2 هفتــه آخــر بــه 20 متــر بــر دقیقــه رســید. چهــل و هشــت ســاعت پــس از 
آخریــن جلســه تمریــن، مــوش هــا قربانــی و نمونه هــای بافتــی آن هــا برداشــته شــد و در دمــای 70- درجــه ذخیــره شــدند و میــزان 
 t  و آزمــون SPSS21 اندازه-گیــری شــد. داده هــا بــا نــرم افــزاد Real time–PCR و کاســپاز 3 بافــت تومــور بــه روش  Apaf -1 بیــان ژن 
مســتقل در ســطح p≤0/05 تجزیــه و تحلیــل شــدند. یافته هــا: نتایج آزمــون  t مســتقل نشــان داد کــه در مقایســه بــا گــروه کنتــرل، 
 )p=0/001(  Apaf -1 در گــروه تمریــن هــوازی بــه  طــور معنــی دار کاهــش پیــدا کــرد؛ در حالــی  کــه  بیــان ژن )p=0/001(  حجــم تومــور
ــه افزایــش  ــا  توجــه ب ــه  طورمعنــی داری افزایــش یافــت. نتیجه گیــری:   ب و کاســپاز p=0/001( 3( پــس از اجــرای تمریــن هــوازی، ب
VO ، می تــوان گفــت اجــرای تمریــن 

2max
بیــان ژن Apaf -1 و کاســپاز 3 بــه دنبــال تمرینــات هــوازی منظــم بــا شــدت 55 تــا 70 درصــد 

ــا شــدت متوســط رونــد رشــد تومــور پســتاندار در موش هــای بالــب C مــاده را کنتــرل می نمایــد.  هــوازی ب

واژه های  کلیدی: تمرین هوازی، آپوپتوزیسیس،Apaf -1 ، کاسپاز 3.
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مقدمه
سرطان پســتان  یکــی  از بیماری هــای رایــج زنــان در سراســر 
ــورت  ــتان، در ص ــرطان پس ــروز س ــال ب ــد. احتم ــان می باش جه
ــادر،  ــد م ــک مانن ــوام نزدی ــی به خصــوص اق وجــود ســابقه فامیل
ــد  ــاد می باش ــگی زی ــش از یائس ــن پی ــر؛ در س ــا دخت ــر ی خواه
ــیرهای  ــه مس ــد ک ــان داده ان ــات نش ــردن1 ، 2015(. مطالع )ج
مولکولــی مختلفــی از جملــه مســیرهای التهابــی و آپوپتوزیــس2  
در ایجــاد ســرطان دخالــت دارنــد )ونکاتــادری3  و دیگــران، 
ــزی  ــه ری ــلولی برنام ــرگ س ــوع م ــک ن ــس ی 2016(. آپوپتوزی
شــده اســت کــه بــرای حفــظ تعــادل فیزیولوژیکــی بیــن مــرگ 
ــد توســط شــاخص هایی  ــوده و می توان و رشــد ســلول ضــروری ب
ــل  ــی عوام ــن، رهای ــم کروماتی ــپازها، تراک ــت کاس ــل فعالی مث
آپوپتوژنیــک5  و تــورم غشــاء؛ شناســایی شــود )گریــن6 ، 2017(. 
ــیمی  ــل ش ــی مث ــی بالین ــرطان شناس ــی در س ــر گوناگون تدابی
درمانــی، اشــعه گامــا و ایمونوتراپــی اســتفاده شــده اســت. ایــن 
تدابیــر بــا فعالیــت مســیرهای هدایــت ســیگنال آپوپتوزیــس در 
ســلول های ســرطانی ارتبــاط دارنــد )جانســون7  و دیگــران، 
2013(. آپوپتوزیــس می توانــد از محرک هــای بــرون ســلولی 
ــواده  ــگ خان ــت هماهن ــه فعالی ــده و ب ــاز ش ــلولی آغ و درون س
سیســتئین پروتئــاز8  کــه کاســپاز نــام دارد، منجــر می شــود. در 
ــد  حــدود 14 کاســپاز در سیســتم های پســتانداران فعالیــت دارن
)جانســتون و دیگــران،  2002(. پــس از فعــال شــدن کاســپازهای 
3، 6 و 7، تقســیم ویــژه بســیاری از پروتئین هــای کلیــدی از 
ــده9،  ــال کنن ــپاز فع ــده کاس ــار کنن ــراز، مه ــی پلیم ــل پل قبی
ــال11  را  ــد اپیدرم ــل رش ــده عام ــا10، و گیرن ــا و بت ــن آلف فودری
کاتالیــز می کننــد )کریــس و یــوان12، 1998(. تقســیم ایــن 
ــورم غشــاء، تراکــم کروماتیــن و قطعــه قطعــه  ــه ت پروتئین هــا ب
شــدن DNA منجــر می شــود؛ تغییراتــی کــه آن هــا را نشــانه های 
آپوپتوزیــس می داننــد )کونــگ13و دیگــران، 2016(. فلاوپروتئیــن 
میتوکندریایــی، عامــل القاکننــده آپوپتوزیــسAIF(  14( نیــز 
ــپازها  ــتقل از کاس ــه روش مس ــس ب ــب آپوپتوزی ــد موج می توان
در پاســخ بــه یــک محــرک آپوپتوزیــس معیــن شــود )کانــدی15و 
ــوان عامــل  ــه عن ــن، کاســپاز 3 ب ــا وجــود ای دیگــران، 2002(. ب
آپوپتوزیــس مطــرح شــده اســت و نقــش محــوری در گســترش 
ــا  ــی ی ــر ژنتیک ــه تغیی ــر گون ــزی دارد. ه ــی مرک ــتگاه عصب دس
اپی ژنتیکــی در ســلول های تحــت آپوپتوزیــس می توانــد بــه  

ــران، 2018(. ــاکاوا16 و دیگ ــود )گلوش ــرطان منجرش ــعه س توس

ــک پروتئیــن سیتوپلاســمی را کُدگــذاری  ــع ی ژن Apaf -1 در واق
شــبکه  مهــم  و  اصلــی  درگاه هــای  از  یکــی  می کندکــه 
تنظیــم مِــرگ ســلولی اســت. بــا اتصــال ســیتوکروم C و 
دی اکســی آدنوزین تــری فســفات17، ایــن پروتئیــن یــک الُیگومــر 
آپوپتوزیــس تشــکیل می دهــد کــه پروکاســپاز 189  را می شــکند 
و آن  را بــه  شــکل بالــغ و فعــال شــده کاســپاز 9 تبدیــل می کنــد. 
ــی  ــخ تحریک ــان Apaf -1  در پاس ــه بی ــت ک ــر آن اس ــاد ب اعتق
بافت هــا بــه  مــرگ ســلولی آپوپتــوزی وابســته بــه p53، کاهــش 
می یابــد )هــو19  و دیگــران، 2014(. بــا توجــه بــه نقــش محــوری 
کاســپازها در فرآینــد آپوپتوزیــس، می تــوان این گونــه بیــان 
ــه چندیــن ســاز و کار جهــت مراقبــت در  نمــود کــه بــدن مــا ب
ــژه  از طریــق کاســپازها مجهــز شــده  ــر رشــد ســرطان، به وی براب

ــن، 2017(.  ــت )گری اس
ــک روش  ــوان ی ــه عن ــی ب ــت ورزش ــته، فعالی ــه گذش ــی ده ط
پیش گیرانــه و کمــک درمانــی موثــر بــرای حفــظ و بهبــود 
ــی  ــتان معرف ــرطان پس ــه  س ــلا ب ــاران مبت ــی بیم ــت زندگ کیفی
ــر  ــای اخی ــس20  و دیگــران، 2017(. پژوهش ه شــده اســت )های
ــتان،  ــرطان پس ــخیص س ــال تش ــه دنب ــه ب ــد ک ــان داده ان نش
ــرطان و  ــوارض س ــش ع ــا کاه ــد ب ــی توان ــوازی م ــن ه تمری
ــن  ــد. چنی ــراه باش ــاران هم ــرگ بیم ــش م ــا کاه ــت، ب در نهای
ــه شــدت فعالیــت،  ــی بســته ب ــده کــه فعالیــت بدن اظهــار گردی
ــرطان  ــرفت س ــری از پیش ــا جلوگی ــریع و ی ــث تس ــد باع می توان
از  پســتان در جونــدگان شــود )انوشــه و دیگــران، 2014(. 
طــرف دیگــر، بســیاری از مطالعــات کاهــش حجــم و وزن تومــور 
ــد  ــان داده ان ــوازی نش ــی ه ــت ورزش ــک دوره فعالی ــد از ی را بع
کــه از دلایــل ایــن کاهــش، عــدم فعالیــت عوامــل آنژیوژنیــک و 
کاهــش التهــاب ناشــی از فعالیــت ورزشــی را می تــوان نــام  بــرد 
)عبــدالله و دیگــران، 2013؛ گــوه21  و دیگــران، 2013(. مطالعــات 
مکانیســم های متفاوتــی را بــرای چگونگــی تاثیــر تمریــن ورزشــی 
بــر آپوپتوزیــس در بیمــاران مبتــلا بــه  ســرطان ارائــه نموده ا   نــد. 
در واقــع مــی تــوان گفــت فعالیــت ورزشــی واســطه گرهای درون 
ســلولی ضــروری ماننــد آپوپتوزیــس، آنژیوژنزیــس22 و التهــاب را 

ــران، 2015(.   ــوری23 و دیگ ــد )خ ــال می کن فع
مطالعــات نشــان داده انــد کــه  تمریــن  ورزشــی  بعــد از تشــخیص 
ســرطان پســتان یــا کولــون، بــه  طــور معنــی داری نســبت 
ــا24  و  ــد )کورنی ــش می ده ــرطان را کاه ــا س ــط ب ــرگ مرتب م
دیگــران، 2007؛ ســویگرز25 و دیگــران، 2017(. پاتــل و دیگــران 
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تابستان 1400، دوره 9، شماره 18 نشریه مطالعات کاربردی علوم زیستی در ورزش

ــرات  ــک، دارای اث ــت کالری ــد کــه محدودی ــان کرده ان )2004( بی
ــران، 2015(.  ــوری و دیگ ــد )خ ــرطان زایی می باش ــر س ــد ب مفی
هم چنیــن گــزارش شــده کــه کاهــش کالریــک همــراه بــا 
ــتان  ــور پس ــد توم ــش رش ــبب کاه ــرژی، س ــه ان ــش هزین افزای
ــش  ــن، افزای ــران، 2009(. بنابرای ــرت1 و دیگ ــردد )کلب ــی گ م
ــد  ــر رش ــش داده و ب ــدن را کاه ــد وزن ب ــرژی می توان ــه ان هزین
تومــور اثــر بگــذارد. بســیاری از تغییــرات ژنتیکــی مشــاهده شــده 
ــرو-  ــای پ ــادل در اعض ــدم تع ــت ع ــه  عل ــتان، ب ــرطان پس در س
آپوپتوزیــس و ضــد آپوپتوزیــس خانــواده Bcl-2 2 می باشــد. بیــان 
بیــش از حــد Bax 3 نیــز مــرگ ســلولی را توســعه می دهــد، امــا 
ــد  ــل می کن ــس عم ــده آپوپتوزی ــرکوب کنن ــوان س ــه عن Bcl-2  ب

)شــریفی4 و دیگــران، 2015(. بنابــر ایــن نســبت ایــن دو عامــل 
بــه همدیگــر مــی توانــد یــک شــاخص مهــم در آپوپتوزیــس در 
نظــر گرفتــه شــود. گــزارش هــا حاکــی از آن اســت کــه فعالیــت 
ورزشــی موجــب کاهــش در نســبت Bax/Bcl-2 بــه عنوان شــاخص 
کاهــش میــل ســلول آپوپتوزیــس هــدف، بــرای درمــان ســرطان 
می شــود )خــوری و دیگــران، 2015(. از ایــن رو می تــوان گفــت 
ــا اعمــال تغییراتــی ماننــد افزایــش  ــد ب فعالیــت ورزشــی می توان
بیمــاران  آنژیوژنــزی در  تغییــرات هورمونــی و  اکســیدان ها، 
ــه ســرطان پســتان؛ فعــال شــدن آپوپتوزیــس را تحــت  مبتــلا ب

تاثیــر قــرار دهــد. 
بــر اســاس مطالــب گفتــه شــده، مطالعــه در مــورد تاثیــر تمریــن 
ــاران  ــرای بیم ــه ب ــط ک ــا متوس ــن ت ــدت پایی ــا ش ــوازی ب ه
ســرطانی هــم مناســب بــوده و درعیــن حــال، بــا مصــرف مناســب 
انــرژی نیــز همــراه باشــد، از اهمیــت خاصــی برخــوردار اســت. بــا 
توجــه بــه نقــش کلیــدی آپوپتوزیــس و عوامــل دیگــر در التهــاب، 
رشــد و فرآینــد متاســتاز ســلول های تومــوری؛ و تاثیــر احتمالــی 
کــه  تمرینــات هــوازی مــی تواننــد بــر میــزان بیــان ایــن عوامــل 
داشــته باشــند؛ و همچنیــن بــا فــرض کــه ایــن گونــه تمرینــات، 
ــد؛  ــر تعدیــل وزن تومورهــای ســرطانی را دارن پتانســیل تاثیــر ب
ــل Apaf -1 و  ــان عوام ــر بی ــوازی ب ــات ه ــر تمرین ــی تاثی بررس
کاســپاز 3 در نمونــه هــای ســرطانی ضــروری بــه  نظــر می رســد. 
لــذا تحقیــق حاضــر بــا هــدف بررســی اجــرای 8 هفتــه تمریــن 
ــه  ــلا ب ــای مبت ــان Apaf -1 و کاســپاز 3 در موش ه ــر بی ــوازی ب ه

ســرطان پســتان بــه اجــرا در آمــد.
روش تحقیق

پژوهــش حاضــر از نــوع تجربــی بــود کــه در دو گــروه آزمایــش و 

کنتــرل بــا توزیــع تصادفــی بــه اجــرا درآمــد. تعــداد 20 ســرموش 
بالــب C 5 مــاده 3 تــا 5 هفتــه ای، بــا میانگیــن  وزنــي 0/1 ± 17/1 
ــا  ــداری و پــس از آشــنا ســازی ب گــرم از موسســه پاســتور خری
ــده )3 22±  ــی ش ــرل دمای ــرایط کنت ــگاه، در ش ــط آزمایش محی
درجــه ســانتی گراد( تحــت چرخــه خــواب و بیــداري 12 ســاعته 
)12 ســاعت روشــنایی و 12 ســاعت تاریکــی( و رطوبــت نســبی 
40 تــا 60 درصــد و بــدون هیچ گونــه محدودیــت، در قفس هــاي 
پلــی اتیلــن نگهــداری شــدند. ســپس موش هــا به صــورت 
تصادفــی بــه دو گــروه تجربــی تمریــن هــوازی و کنتــرل تقســیم 
گردیدنــد. بــا تزریــق زیرجلــدی ســلول های ســرطانی               ، 
ــس از  ــدند و پ ــلا ش ــرطان مبت ــه س ــروه ب ــر دو گ ــای ه موش ه
ــر طبــق جــدول  آن، گــروه تمریــن هــوازی برنامــه تمرینــی را ب
ــی  ــي طبیع ــه زندگ ــرل ب ــروه کنت ــای گ ــرد. موش ه ــرا ک 1 اج
ــان برنامــه تمرینــی تعــداد 16 ســر  ــد و در پای خــود ادامــه دادن
مــوش )هــر دو گــروه کنتــرل و تمریــن، دو مــوش افــت آزمودنــی 
داشــت(،  بــراي ســنجش متغیرهــای پژوهشــی مطابــق بــا اصــول 
ــی از  ــلاق پژوهش ــد اخ ــن ک ــدند. همچنی ــته ش ــی کش اخلاق
ــا شــماره                                 اخــذ  ــی ب پژوهشــگاه تربیــت بدن

گردیــد. 
برنامــه تمریــن هــوازی: موش هــا پــس از انتقــال بــه 
آزمایشــگاه حیوانــات، بــه  مــدت 3 روز بــراي ســازگاري بــا 
ــت  ــد، تح ــط جدی ــه محی ــبت ب ــترس نس ــش اس ــط و کاه محی
مراقبــت قــرار گرفتنــد. مــوش هــای گــروه تمرینــی در دو هفتــه 
اول، بــه  مــدت 7 تــا 10 روز بــراي آشنا ســازي بــا اجــراي برنامــه 
تمرینــی ورزشــی، بــه فعالیــت واداشــته شــدند. بــراي عملیاتــی 
ــی  ــکل مقدمات ــه ش ــه ب ــان برنام ــن، هم زم ــه تمری ــردن برنام ک
اجــرا شــد. گــروه تمریــن، پــس از ایجــاد ســرطان، تمرینــات را 
ــا  ــه اول ب ــات در هفت ــد. تمرین ــه دادن ــه ادام ــدت 8 هفت ــه م ب
ــت، در دو  ــد و در نهای ــروع ش ــه ش ــر دقیق ــر ب ــرعت 14 مت س
هفتــه آخــر بــه ســرعت 20 متــر بــر دقیقــه رســید. ایــن ســرعت 
ــن  ــلاوه، تمری ــه ع ــود. ب VO  ب

2max
ــد  ــا 70 درص ــادل 55 ت مع

ــه  ــا 20 دقیقــه ب هــوازی هفتــه اي 5 جلســه و هــر جلســه 14 ت
صــورت بــر روي دســتگاه نوارگــردان بــه اجــرا درآمــد. جزئیــات 
ــور  ــه منظ ــت. ب ــده اس ــدول 1 آورده ش ــی در ج ــه تمرین برنام
ــروه  ــی از آن گ ــترس ناش ــی و اس ــرایط تمرین ــازي ش ــبیه س ش
کنتــرل در بــازه زمانــی تمریــن، موش هــا 3 بــار در هفتــه و هــر 
ــا ســرعت 2  ــار به مــدت 15 دقیقــه روي دســتگاه نوارگــردان ب ب
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ــه  ــوازی ب ــن ه ــوع تمری ــن ن ــد. از ای ــه قرارگرفتن ــر دقیق ــر ب مت
ایــن دلیــل اســتفاده شــد کــه بــه راحتــي شــدت و مــدت تمریــن 
تمرینــي  شــدت هاي  مي باشــد.  پژوهش گــر  کنتــرل  تحــت 

ــواردو1 و  ــق آل ــر از تحقی ــه حاض ــده در مطالع ــه ش ــه کار گرفت ب
ــت. ــده اس ــاس گردی ــران )2017( اقتب دیگ

ــتان  ــاری پس ــینومای مج ــلول های کارس ــلول: س ــت س کش
گیرنــده اســتروژن مثبــت در تحقیــق حاضــر مــورد اســتفاده قــرار 

ــط        ــن ســلول ها در فلاســک T75 2 در محی ــت. ای گرف
یــا 15 میلــی مــول بافــر HEPEST، گلوتامیــن3، پنیســیلین4 
100 میلــی گــرم درمــول، استراپتومایســین5 100میلــی گــرم در 
ــر شــدن  مــول و FBS 10 درصــد کشــت داده شــدند. پــس از پ
ــی  ــع روی ــلول ها، مای ــیله س ــه وس ــس ب 90 درصــد ســطح فلاک
ــا  ــد ب ــه بع ــا PBS، در مرحل ــس از شستشــو ب برداشــته شــد و پ
آنزیــم تریپســین6   25 درصــد کــف پلیــت ســلول ها جــدا شــده 
ــط حــاوی FBS، همــه  ــا محی ــم ب ــی ســازی آنزی ــس از خنث و پ
ــه شــد و در دور  ــه فالکــون ریخت ــات فلاکــس داخــل لول محتوی
ــد. در  ــانتریفیوژ گردی ــه س ــدت 3-5 دقیق ــه به م 1200 در دقیق
ــی در  ــس لول ــد و پلاک ــته ش ــی برداش ــع روی ــد، مای ــه بع مرحل
داخــل محیــط حــاوی FBS حــل گردیــد. بــرای شــمارش ســلولی 

ــران، 2015(. ــو7   اســتفاده شــد )شــریفی و دیگ ــان بل از تریپ
ایجــاد تومــور: ابتــدا ســلول هاي مــورد نظــر در محیــط 
آزمایشــگاهي کشــت داده شــدند. بعــد از ایــن کــه تعــداد 
ــا  ســلول بــه انــدازه مــورد نیــاز رســید، سوسپانســیون ســلولي ب
ــه شــد.  ــر PBS تهی ــر باف ــي لیت ــر میل ــون در ه ــم 10 میلی تراک
ــرم/ ــی گ ــن )100 میل ــی از کتامی ــا ترکیب ــا  ب ــوش ه ســپس م

ــن )10 میلــی گرم/کیلوگــرم وزن  ــدن( و زایلازی کیلوگــرم وزن ب
بــدن( بیهــوش شــدند و ســپس، یــک میلیــون ســلول به صــورت 
ــق  ــان تزری ــت آن ــمت راس ــالاي ران س ــه ب ــه ناحی ــدي ب زیرجل

گردیــد. در حــدود 10 الــي 14 روز تومــور در محــل تزریــق قابــل 
ــول )L( و  ــه ط ــر هفت ــور، ه ــش توم ــس از پیدای ــود. پ ــس ب لم
ــا  ــور )V( ب ــم توم ــد و حج ــري ش ــور اندازه  گی ــرض )W( توم ع
معادله                          محاســبه گردید )جونز و دیگران، 2009(.

نحــوه انــدازه گیــری بیــان ژنApaf -1  و کاســپاز 3: پــس 
از قربانــی شــدن مــوش هــا بافــت تومــور آن هــا جــدا گردیــد و 
ــور  ــي توم ــروز شــده8  آن حــذف شــد. قســمت روی قســمت نک
ــه  ــاي 70 - درج ــد و در دم ــز گردی ــع فری ــه در ازت مای بلافاصل
ســانتي گراد نگهــداری شــد. در آزمایشــگاه 100-50 میلــی 
ــه  ــیترایزول9  در لول ــک سیس ــراه ی ــه هم ــور ب ــت توم ــرم باف گ
ــد. ســپس  ــت همــوژن گردی ــه شــد و باف همــوژن دســتی ریخت
بــه   RNA اســتخراج  جهــت  حاصــل  رویــي  سوسپانســیون 
ــا  ــد. میکروتیوب ه ــل ش ــري منتق ــاي 1/5 میلي لیت میکروتیوب ه
به مــدت 10 دقیقــه در دمــای 4 درجــه ســانتی گراد ســانتریفیوژ 
شــدند، تــا اجــزاء بزرگ تــر رســوب نماینــد. بــرای بررســی بیــان 
ــی، از  ــت بررس ــروه تح ــر گ ــپاز 3 در ه ــای Apaf -1  و کاس ژن ه
ــتخراج  ــل اس ــد. مراح ــتفاده ش ــک Real Time PCR 10 اس تکنی
RNA از ســلول های رده L2-MC4 ســرطان ســینه تــام بــر اســاس 

ــرا  ــق اج ــور دقی ــه  ط ــزول11  ب ــتفاده از ترای ــا اس ــتورالعمل ب دس
شــد. پــس از اضافــه نمــودن ترایــزول، انکوبــه نمــودن در دمــای 
ــا  ــد. نمونه ه ــام ش ــبانه روز انج ــک ش ــدت ی ــه م ــه ب 70- درج
ــدند و  ــداری ش ــای 20- نگه ــبانه روز در دم ــک ش ــدت ی ــه م ب
ــد.  ــام گردی ــب انج ــه ترتی ــتخراج ب ــدی اس ــل بع ــپس مراح س

1. Alvarado
2. Flask T75
3. Glutamine
4. Penicillin

5. Streptomycin
6. Trypsin enzyme
7. Trypan blue
8. Necrosis

9. Cicittrizol
10. Real-time polymerase chain reaction
11. Trizol

جدول 1. جزئیات برنامه تمرین هوازی در مراحل آشنا سازی و دوره 8 هفته ای تمرین

تکرارزمان )دقیقه(سرعت )متر/ دقیقه(دوره تمرین

12305-10مرحله آشناسازی )دو هفته(

14305دو هفته اول

16355دو هفته دوم

18405دو هفته سوم

20455دو هفته چهارم

محمدمهدی رفیعی و دیگران تاثیر 8 هفته تمرین هوازی بر بیان ژن Apaf -1  و کاسپاز 3 در موش های مبتلا به سرطان...
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ــت  ــپاز 3، کی ــه Apaf -1  و کاس ــوط ب ــاخت  cDNA مرب ــرای س ب
اســتراتاژن1  مــورد اســتفاده قــرار گرفــت. در ابتــدای کار، میــزان 
ــر  ــه ه ــوط ب ــای مرب ــن پرایمره ــه cDNA و هم چنی غلظــت بهین
ــدام  ــر ک ــرای ه ــت ب ــریال غلظ ــش س ــتفاده از آزمای ــا اس ژن ب
ــر  ــه Real time PCR ب ــد. برنام ــن گردی ــه تعیی ــور جداگان به ط

روی دســتگاه لایــت ســایکلر2  مــدل
 بــرای ژن کاســپاز 3 در دمــای 95 درجــه ســانتی گراد بــه  مــدت 
ــه  ــانتی گراد ب ــه س ــیکل  95 درج ــپس 45 س ــه و س 15 دقیق
 مــدت 20 ثانیــه و60 درجــه ســانتی گــراد بــه  مــدت یــک دقیقــه 
اجــرا شــد. بــرای Apaf -1   شــامل دمــای  95 درجــه ســانتی گراد 
ــه   ــانتی گراد ب ــه و 45 ســیکل 95 درجــه س ــدت 10 دقیق ــه  م ب
ــه  مــدت 15 ثانیــه  مــدت 10 ثانیــه، 60 درجــه ســانتی گــراد ب
ــد. از  ــرا ش ــه اج ــدت 20 ثانی ــه  م ــانتی گراد ب ــه س و 72 درج
ــوان  ــه عن ــوان ژن کنتــرل کاســپاز 3 و از U6 ب ــه عن GAPDH  3 ب

ژن کنتــرل Apaf -1  اســتفاده گردیــد. بــرای بررســی اختصاصــی، 
محلــول تکثیــر شــد و منحنــی ذوب مــورد بررســی قــرار گرفــت. 
پــس از انجــام واکنــش تکثیــر بــه روش Real time PCR، داده های 
ــرای  ــا، ب خــام به صــورت Ct 4 از دســتگاه اســتخراج شــد. در انته
ــده، از روش  ــر ش ــخه mRNA تکثی ــداد نس ــبی تع ــبه نس محاس
ــه  ــزان آن در نمون ــا می ــطح Ct ب ــرات س ــزان تغیی ــه می مقایس

ــرار  ــه، 3 تک ــرای هرنمون ــد و ب ــتفاده گردی ــرل )Ct∆∆( اس کنت
بیولوژیــک و 2 تکــرار تکنیکــی منظــور گردیــد.

ــع  ــودن توزی ــی ب ــي طبیع ــراي بررس ــاری: ب ــای آم روش ه
متغیرهــاي وابســته از آزمــون شــاپیرو - ویلــک5  اســتفاده شــد 
ــه تاییــد توزیــع داده هــا در هــر دو گــروه شــرکت  ــا توجــه ب و ب
پارامتریــک  آزمون هــای  از  اســتفاده  فــرض  پیــش  کننــده؛ 
ــتقل  ــون t مس ــاری آزم ــن رو، از روش آم ــد. از ای ــه ش پذیرفت
ــن  ــان ژن هــای Apaf -1  و کاســپاز 3 و همچنی ــراي مقایســه بی ب
حجــم تومــور در دو گــروه تمریــن و کنتــرل اســتفاده شــد. کلیــه 
ــي داري  ــطح معن ــزار  SPSS در س ــا نرم اف ــاری ب ــبات آم محاس

ــد.  ــرا درآم ــه اج p<0/05 ب
یافته ها

تغییــرات حجــم تومــور و کاســپاز 3 و Apaf -1  در شــکل 1 آورده 
شــده اســت. نتایــج آزمــون t مســتقل نشــان داد کــه پــس از 8 
ــپاز 3  ــان p=0/001(   Apaf -1( و کاس ــوازی، بی ــن ه ــه تمری هفت
 )p=0/001 ( در گــروه تمریــن نســبت بــه گــروه کنتــرل، بــه طــور 
 t معنــی دار افزایــش یافتــه اســت. از طــرف دیگــر، نتایــج آزمــون
مســتقل کاهــش معنــی دار   )p=0/001( در حجــم تومــوری را در 

گــروه تمریــن نســبت بــه گــروه کنتــرل نشــان داد. 

1. Stratagene
2. Light cycler Machine
3. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
4. Threshold cycle
5. Shapiro-Wilk

شکل 1. مقایسه شاخص های حجم تومور و بیان ژن کاسپاز 3 و  Apaf -1  در 
.p>0/05 گروه های تحقیق؛ *نشانه تفاوت معنی دار با گروه کنترل در سطح

 RG-3000 Corbett Research
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جدول 2.  توصیف و مقایسه میزان بیان Apaf -1   و کاسپاز 3 و میزان حجم تومور در گروه تمرین هوازی و کنترل

 Apaf -1 اطلاعات  مربوط به شاخص
سطح معنی داری
 آزمون  t  مستقل

انحراف استاندارمیانگینحداکثرحداقلتعدادگروه

0/001* 000/51/ 100/681/871گروه کنترل

102/603/002/80/63گروه تجربی

اطلاعات مربوط به شاخص کاسپاز 3

انحراف استاندارمیانگینحداکثر حداقلتعدادگروه

0/001* 105/548/2317/330/95گروه کنترل

1013/0118/8716/9016/98گروه تجربی

اطلاعات مربوط به شاخص حجم تومور

 انحراف استاندارمیانگینحداکثرحداقل  تعدادگروه

0/001* 1040/9168/0752/71135/82گروه کنترل

1029/0641/9132/4859/84گروه تجربی

.p>0/05 نشانه تفاوت معنی دار بین دو گروه در سطح*

بحث
ــه  ــر، 8 هفت ــش حاض ــده در پژوه ــج بدســت آم ــاس نتای ــر اس ب
ــپاز  ــان ژن Apaf -1 و کاس ــش بی ــب افزای ــوازی موج ــن ه تمری
ــه ســرطان  ــلا ب ــای مبت ــوش     ه ــور در م 3 و کاهــش حجــم توم
ــن  ــر تمری ــاره تاثی ــر در ب ــش حاض ــج پژوه ــد. نتای ــتان ش پس
ــا  ــی ب ــه طــور کل ــور ســرطانی ب ــر کاهــش حجــم توم هــوازی ب
ــران )2013(  ــای داگلاس1 و دیگ ــش ه ــل از پژوه ــج حاص نتای
کــه بیــان کرده انــد  فعالیــت بدنــی باعــث کاهــش رشــد تومــور 
ــور  ــد توم ــخ ض ــوی پاس ــه س ــی را ب ــتگاه ایمن ــود و دس می ش
ســلول های T کمکــی نــوع Th1( 21( هدایــت مــی کنــد )داگلاس 
ــران )2007  ــدا3 و دیگ ــت. ملین ــو اس ــران، 2013( همس و دیگ
ــوازی، 5 روز در  ــن ه ــه تمری ــه 6 هفت ــد ک ــان داده ان ــز نش ( نی
ــت؛  ــر ظرفی ــا 50% حداکث ــاعت ب ــک س ــه ی ــر جلس ــه و ه هفت
باعــث کاهــش حجــم و وزن تومــور مــی شــود )ملینــدا و دیگــران، 
ــر  ــا بررســی تاثی ــدز- ســیلوا4 و دیگــران )2012( ب 2007(. فرنان
10 هفتــه تمریــن منظــم هــوازی شــنا بــر آپوپتوزیــس در مــوش 
ــزارش کــرده  ــن گ ــس از تمری ــس را پ ــار  آپوپتوزی ــر، مه    هــای ن
ــی  ــا بررس ــران )2004( ب ــو5  و دیگ ــر،  پارک ــرف دیگ ــد. از ط ان

تاثیــر 8 هفتــه تمریــن منظــم بــا شــدت کــم )5 روز در هفتــه( در 
 Bax و کاهــش Bcl-2 عضلــه قلبــی و اســکلتی مــوش هــا، افزایــش
و Apaf -1  و همچنیــن عــدم تغییــر معنــادار کاســپاز 3 را نشــان 
ــا نتایــج مــا همســو نیســت.  ایــن ناهمســویی ها  ــد کــه ب داده ان
ــن و  ــان و طــول دوره تمری ــدت زم ــاوت در م ــه تف ــوان ب را می ت
ــبت  ــا نس ــی ه ــیت آزمودن ــلامت و جنس ــت س ــن وضعی همچنی
ــق حاضــر  ــه تحقی ــات از جمل ــوری در بعضــی مطالع ــه ط داد؛ ب
ــه ســرطان پســتان اســتفاده شــده  ــلا ب ــاده مبت ــای م ــوش ه م
اســت؛ در حالــی کــه آزمودنــی هــا در هــر دو پژوهــش فرنانــدز 
ــای  ــوش ه ــران )2004(، م ــو و دیگ ــران )2012( و پارک و دیگ
نــر و ســالم بــوده انــد. بــه عــلاوه، در مطالعــه فرنانــدز و دیگــران 
ــه  ــا ب ــوش ه ــوده و م ــه ب ــن 10 هفت ــول دوره تمری )2012( ط
ــنا  ــوازی ش ــن ه ــردان، تمری ــوازی روی نوارگ ــدن ه ــای دوی ج
انجــام داده انــد در حالــی کــه پارکــو و دیگــران مداخلــه 8 هفتــه 
ای داشــته انــد. طــول دوره تمریــن طولانــی تــر، احتمــالا موجــب 

ســازگاری بیشــتری مــی شــود.  
نتایــج پژوهــش حاضــر در بــاره تاثیــر تمریــن هــوازی بــه 
ویــژه در کاهــش عوامــل منتخــب آپوپتوزیــس در مبتلایــان بــه 

1. Douglas 
2. T helper type 1
3. Melinda
4. Fernandes- Silva
5. Parco

محمدمهدی رفیعی و دیگران تاثیر 8 هفته تمرین هوازی بر بیان ژن Apaf -1  و کاسپاز 3 در موش های مبتلا به سرطان...
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ســرطان پســتان بــا نتایــج حاصــل از پژوهــش امانــی شــلمزاری و 
دیگــران )2014(  کــه بیــان کــرده انــد 6 هفتــه تمریــن هــوازی 
موجــب کاهــش عوامــل التهابــی در تومــور مــی شــود و بــا افــت 
ــی  ــراه اســت؛ همســو م ــس هم ــش آپوپتوزی ــان Bcl-2 و افزای بی
ــد  ــر می رس ــه نظ ــده ب ــت آم ــج بدس ــه نتای ــه ب ــا توج ــد. ب باش
تمریــن هــوازی موجــب کاهــش ســلول های ســرطانی از مســیر 
ــا 8  ــازگاری ب ــر س ــه در اث ــه ای  ک ــود، به گون ــس می ش آپوپتوزی
ــال شــده  ــی فع ــل بالادســتی معین ــوازی، عوام ــن ه ــه تمری هفت
ــای  ــدری و آزاد شــدن مولکول ه ــب غشــا میتوکن ــث تخری و باع
آپوپتوتیــک ماننــد ســیتوکروم c در داخــل ســیتوزول می شــوند. 
فعالیــت ســیتوکروم c کاســپاز هــای 3 و 9 را فعــال کــرده کــه در 
نهایــت افزایــش جریــان آپوپتوزیــس را بــه همــراه دارد ) مــورن1، 

.)2004
ــیژن  ــي و اکس ــیژن دریافت ــزان اکس ــان می ــي می ــدم هماهنگ ع
ــوص در عضــلات فعــال و از  ــه خص ــا ب ــت ه ــورد نیــاز باف م
ــي و  ــون موضع ــان خ ــش جری ــد کاه ــروز فرآین ــر، ب ــوي دیگ س
ســپس برقــراري مجــدد گــردش جریــان خــون بافتــي؛ می توانــد 
باعــث تولیــد انــواع اکســیژن هــاي فعــال شــود. افزایــش 
ــوی و متابولیســم ناشــی  ــه ری مصــرف اکســیژن و افزایــش تهوی
ــری در  ــل دیگ ــود عام ــالا خ ــوازی احتم ــن ه ــات تمری از جلس
ــای  ــایش بازه ــه از راه اکس ــد ک ــی باش ــد ROS 2  م ــش تولی افزای
 6 DNA بــه   گوانیــن5  مخصوصــا  پیریمیدیــن4  و  و  پوریــن3 
ــرطانی  ــای س ــلول ه ــس س ــث آپوپتوزی ــد و باع ــی زن ــه م صدم
مــی شــود. همچنیــن مقــدار چشــم گیــر اکســیدان های ایجــاد 
 DNA شــده بــر اثــر تمریــن نیــز مي توانــد ســبب تخریــب
ــوف7 و  ــد )فانی ــک کن ــس را تحری ــتقیما آپوپتوزی ــده و مس ش
ــه در  ــود دارد ک ــال وج ــن احتم ــن ای ــران، 2000(  . همچنی دیگ
ــي و  ــه جای ــن، جاب ــی از تمری ــي ناش ــار اکسایش ــه فش ــخ ب پاس
ــر  ــدری در اث ــي میتوکن ــن Bax در غشــای بیرون اســتقرار پروتئی
فعــال شــدن  C-JNK 8 ســیتوزلي افزایــش مــی یابــد، بــه طــوری 
ــفریله  ــلولي فس ــترس س ــای اس ــرک ه ــور مح ــه JNK در حض ک
ــب  ــن ترتی ــود. بدی ــن Bcl-2  می ش ــار پروتئی ــث مه ــده و باع ش
ــدری را  ــمت میتوکن ــه س ــي ب ــه جای ــازه جاب ــن Bax اج پروتئی
ــاز  پیــدا مــی کنــد. پروتئیــن JNK در داخــل میتوکنــدری، در ب
ــل  ــش عوام ــب رهای ــد و موج ــی کن ــت م ــدن mtPTP 9 دخال ش
پیــش آپوپتوزیســی ماننــد عامــل القاکننــده آپوپتوزیــسAIF(10 ( و 
ســیتوکروم c بــه داخــل ســیتوزول می شــود. بــه محــض رهایــش 

ــار  ــق آبش ــا از طری ــتقیما و ی ــیتوزول، AIF   مس ــه س و ورود ب
کاســپازی شــامل کاســپاز 9 و نهایتــا کاســپاز 3، موجــب قطعــه 
قطعــه شــدن DNA مــی شــود )ونیشــتین11 و دیگــران، 2011(. از 
طرفــی، ســیتوکروم  c رهــا شــده در اثــر ROS در جریــان تمریــن 
هــوازی باعــث الیگومرشــدن  Apaf -1  شــده و بــه عنــوان عامــل 
ــت  ــه در حال ــس-1 ک ــده آپوپتوزی ــال کنن ــل فع ــه عام ــراه ب هم
عــادي در ســلول بــه صــورت بــي اثــر و غیــر فعــال حضــور دارد  
و در فرآینــد  آپوپتوزیــس بــا رهایــي ســیتوکروم  c از میتوکنــدري 
فعــال مــی شــود، متصــل شــده و داکســی آدنوزیــن تری فســفات 
ــا dATP 12 را تشــکیل مــی دهــد. بدیــن ترتیــب پروکاســپاز 9   ی
فعــال شــده و باعــث فعــال شــدن کاســپاز 9 و ســرانجام کاســپاز 
ــس  ــن مســیر آپوپتوزی ــه راه انداخت ــردد و در جهــت ب ــی گ 3 م
ــت  ــا  خــرد کــردن و در نهای ــه ب ــدی ک ــد؛ فرآین عمــل مــی کن
فاگوســیتوز ســلول هــای ســرطانی، باعــث کاهــش حجــم تومــور 

ــورن، 2004(.  ــود )م ــی ش م
 نتیجه گیــری: نتایــج پژوهــش حاضــر دال بــر آن اســت کــه 8 
هشــت هفتــه تمریــن  هــوازي منظــم می توانــد نقــش مؤثــری در 
ــق،  ــن طری افزایــش فعالیــت Apaf -1  و کاســپاز 3 داشــته و از ای
ــا شــود.  ــور پســتان در موش ه ــد رشــد توم موجــب کاهــش رون
ــور از  از آنجــا کــه  افزایــش فعالیــت آپوپتوزیســی در بافــت توم
ــردن رشــد  ــف ک ــا متوق ــی در کاهــش و ی ــداف درمان ــه  اه جمل
تومــور اســت، می تــوان فــرض کــرد کــه فعالیــت ورزشــی 
ــته  ــرطانی وابس ــای س ــی موش ه ــای آزمایش ــم در مدل ه منظ
ــد. در کل،  ــته باش ــی داش ــش درمان ــتروژن، نق ــده اس ــه گیرن ب
یافته هــای بدســت آمــده در کنــار نتایــج ســایر مطالعــات، مؤیــد 
ــا 70 درصــد  ــا شــدت 55 ت ــات هــوازی ب ــوب تمرین نقــش مطل
VO در کنتــرل Apaf -1  و کاســپاز و در نهایــت حجــم تومــور 

2max

ــی در  ــر قطع ــار نظ ــرای اظه ــال ب ــن ح ــا ای ــت؛ ب ــرطانی  اس س
ایــن زمینــه، تحقیــق بیشــتر بــا بررســی ســایر مســیرها و دیگــر 

عوامــل مســیر آپوپتوزیــس؛ ضــروری بنظــر مــی رســد.
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