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  چکیده

حال مکانیسم اثر آن بر روي آنژیوژنز بافت قلب بررسی ه رغم مشاهدات بالینی فراوان مبنی بر اثرات مفید هیپوکسی متناوب، تا ب علی :هدف و مقدمه

 ـ   بررسی تاثیر تمرین هوازي و هیپوکسی متناوب بر بیان پروتئین بنابراین، هدف از تحقیق حاضر. نشده است بافـت قلبـی    وژنز درهاي مـرتبط بـا آنژی

  .هاي نر نژاد ویستار بود موش

کنترل سالم، هیپوکسی، تمرین : تایی10گروه  4گرم، به طور تصادفی در  220±20صحرایی در محدوده وزنی  س موشرأ 40تعداد  :شناسی روش

متر در دقیقه  22-26شرایط تمرین هوازي سرعت شرایط هیپوکسی، متناوب و ایزوباریک و . بندي شدندهوازي، تمرین هوازي توام با هیپوکسی تقسیم

، عامل )HIF1-a( هاي آنژیوژنز شامل عامل القاشده هیپوکسی غلظت پروتئین. جلسه در هفته طراحی شد 5هفته و  8درجه نوارگردان به مدت  6با شیب 

یکراهه بـا   آنووا گیري شد و از روش آماري لات اندازهبا روش وسترن ب PI3K/Aktکیناز  و فسفاتیدیل اینوزیتول تري) VEGF(رشد اندوتلیال عروقی 

   .آزمون تعقیبی توکی استفاده شد

و تمرین توام با هیپوکسی نسبت به ) >01/0p(، هیپوکسی )>01/0p(در هر سه گروه تمرین  PI3K/Aktو HIF1-a  ،VEGFهاي  بیان پروتئین :هایافته

تمرین بـا ترکیـب تمـرین بـا هیپوکسـی      ) >95/0p(هاي تمرین با هایپوکسی  بین گروه HIFی بیانول). >01/0p(داري داشت  گروه کنترل افزایش معنی

)09/0p<(داري نداشت  ، هیپوکسی با ترکیب تمرین با هیپوکسی تفاوت معنی)09/0P< .(غلظت پروتئین چنین همVEGF   هـاي تمـرین بـا     بـین گـروه

داري نداشت، ولی بین هیپوکسی با ترکیب تمـرین بـا هیپوکسـی     ، تفاوت معنی)>31/0p(، تمرین با ترکیب تمرین با هیپوکسی )>56/0P(هایپوکسی 

و تمرین توام با هیپوکسی نسبت بـه گـروه هیپوکسـی    ) >01/0p(تمرین   در گروه PI3K/Akt بالعکس سطح بیان). >03/0p(افزایش بیشتري نشان داد 

  ).>08/0p( داري دیده نشد هیپوکسی و تمرین توام با هیپوکسی تفاوت معنی بین گروه PI3K/Aktولی مقایسه بیان ). >001/0P( بیشتر بود

   .باشند محرك بهتري می PI3K/Aktرسانی  فعالیت مسیر پیام احتمال دارد هیپوکسی براي القا آنژیوژنز و تمرین هوازي براي :گیرينتیجه و بحث

   .زیسهیپوکسی متناوب، تمرین هوازي، عوامل آنژیوژن :کلیدي هايواژه

  

  مقدمه

هـاي   زایی به معنی افزایش چگـالی مـویرگ   آنژیوژنزیس یا رگ

که به صورت جوانه زدن و یـا  . )1(است عضله قلبی و اسکلتی 

ــه  تقســیم طــولی از رگ قبلــی بوجــود مــی آیــد و در پاســخ ب

تـنش  (، نیروهاي همودینامیـک  )2(نند هیپوکسیهایی ما محرك

شـامل  (و عوامـل متـابولیکی   ) کشـش مکـانیکی بافـت    برشی،

 .)4 ,3(گیـرد  فعالیـت خـود را از سـر مـی    ) فاکتورهاي رشـدي 

هـاي   از پاسـخ اي  هرگونه کاهش در سطوح اکسیژن، مجموعـه 

هاي تنظـیم   شود که مکانیسم حاد و مزمن در بدن را موجب می
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هموستاتیک در سیستم قلبی عروقـی و تنفسـی را بـه سـرعت     

  . )5(کند براي حفظ اکسیژن در متابولیسم طبیعی وارد عمل می

 کمبود اکسـیژن  هاي حاصله در ترین سازگاري یکی از مهم

و موثرترین عامل در آنژیـوژنز، عامـل رشـد     )6(آنژیوژنز است

تـرین میتـوژن    باشـد کـه قـوي    مـی ) VEGF( اندوتلیال عروقـی 

هـاي انـدوتلیالی را در شـرایط    اندوتلیالی بوده و تکثیـر سـلول  

عامـل القـایی    اغلب تحـت تـاثیر   کند و ی تحریک میهایپوکس

. )2(شـود  بیان می (Hypoxia Inducible Factor -1a) هایپوکسی

را فعـال  ) HIF-1a( قرار گرفتن در یک محیط هایپوکسی، عامل

هـاي مـرتبط بـا     تنظیم کننده اصلی در بیان ژن HIF-1a .کند می

هــاي پســتانداران  ، در اغلــب ســلولVEGFهایپوکســی بــویژه 

تشـکیل شـده    HIF-1βو  HIF-1aباشد که از دو زیر واحـد   می

نسـبت بـه    دار وجـود دارد و  هاي هسـته  است و در تمام سلول

بعـد از تولیـد    HIF-1. )7(کمبود اکسیژن بسیار حسـاس اسـت  

هـاي  کـه روي ژن  تواند عناصر واکنش دهنده به هایپوکسـی  می

بـرداري  و نسـخه  )8(کنند شناساییهدف در هسته قرار دارند را 

نژیوژنز، گلیکـولیز،  هاي مختلف سازگار با هایپوکسی نظیر آ ژن

 .)9(کنـد  شـروع مـی   هـا را  اریتروپویتین و بیوسنتز کـاتکولامین 

براین، عواملی مانند ورزش حاد، اسیدوز، فشار اکسایشی  علاوه

  .)7(کندرا مستقل از هایپوکسی تحریک می HIF-1aوگرما بیان 

طـور   هاي انسـان بـه  از تمام ژن که، بیش از دو درصد با این

هاي انـدوتلیال   در سلول HIF-1مستقیم و یا غیرمستقیم توسط 

القـا رونویسـی از    تـا بـه امـروز   . )10(شود سرخرگی تنظیم می

. )11(مشخص شده است HIF-1aهدف، توسط   ژن100حدود 

تـرین میتـوژن    آنهـا عامـل رشـدي انـدوتلیالی فعـال      در بین که

هـاي   باعث فراخوانی موثر سلول VEGF. )12(اندوتلیالی است

زایـی   بنیادي به داخل جریان خون شده و به عنوان آغازگر رگ

یکس در مهـاجرت، تکثیـر، تجزیـه مـاتر     و )13(کنـد  عمل مـی 

 ,14(هاي اندوتلیال و در تشکیل شبکه عروقی نقش دارد سلول

ــم. )15 ــین ه ــال چن ــق فع ــازي مســیر درون ســلولی   از طری س

 Phpsphatidyl Inositol 3(فسفاتیدیل اینوزیتـول تـري کینـاز    

Kinase (دهی پراکسـید هیـدروژن    با گیرنده نوع دو، تحت پیام

)H2O2 (  منجر به فعال شدن مسیر پروتئین کینـاز)Akt/PKB (

هاي آپوپتوتیـک و  این مسیر با کاهش فعالیت پروتئین. شود می

هاي ضد آپوپتوز در نهایت افـزایش بقـاي   افزایش بیان پروتئین

  .)16(شود هاي اندوتلیال را باعث میسلول

هاي پژوهشی موید این است کـه مسـیر پیـام رسـانی      یافته

PI3K/Akt  زیکـاو و  . کنـد  نقش اساسی را در آنژیوژنز ایفا مـی

را در هیپرتروفـی   PI3K/AKT/mTORمسیر ) 2013(همکاران 

در ایـن تحقیـق   . هاي صحرایی بررسی کردنـد  بطن چپ موش

ن ها به دو گروه تمرین و کنترل تقسیم شدند و گروه تمری موش

جلسه در هفته و یک ساعت در روز شـنا   5هفته و  8به مدت 

بـر   PI3K/AKT/mTOR کردند و بیان سطوح پروتئین قلبـی  می

درصد افزایش داشت که نشان دهنده فعال شـدن   36اثر تمرین 

  .)17(بود PI3K/AKT/mTOR  رسانی مسیر پیام

دیگــر تحقیقــات نشــان داده اســت فعــال شــدن  از ســوي

مسیرهاي آنژیوژنز نسبت به نوع تمرین، مدت زمان حضور در 

ارتفــاع، میــزان و نــوع هیپوکســی مــزمن و متنــاوب، متفــاوت 

ي گـزارش   در مطالعـه ) 2016(گان و همکـاران  . )18(باشد می

کردند قرارگیري طولانی مدت در معرض هیپوکسی متناوب بـا  

درصد اثـر محـافظتی بـر قلـب داشـته و      14شدت متوسط مثل 

متري بسیارکمتر از افراد ساکن در  2500مردمان ساکن تا ارتفاع 

شوند و مرگ هاي قلبی عروقی می تر دچار بیماري ارتفاع پایین

داري  هاي قلبـی در بـین آنهـا بطـور معنـی      میر ناشی از بیماري

تـر   هـاي پـایین   رسد در شدت بنابراین به نظر می. تر است پایین

در . مدت قرار گیري در معرض هیپوکسـی، بایـد کوتـاه باشـد    

ــري  ــه دیگ ــامطالع ــاران لیوس ــات ) 2014(کا و همک در حیوان

 ــ ــگاهی رابط ــرایط  HIF-1a وVEGF-mRNA هآزمایش را در ش

ورزش هوازي و بی هوازي سنجیدند و بـه ایـن نتیجـه دسـت     

-VEGFیافتند که هـر دو فعالیـت منجـر بـه افـزایش سـطوح       

mRNA  وHIF-1a شود و الگوي تجمع دو پروتئین در هـر   می

-HIFو VEGFباشد و رابطه بین غلظت  دو فعالیت متفاوت می

1α 19(هاي هوازي است ورزش تر از در بی هوازي قوي.(  

رسان سـلولی و   به مسیرهاي پیام بنابراین، امروزه تحقیقات

 VEGFترشح ( هاي مرتبط با آنژیوژنزبررسی بیان برخی از ژن

 اند که عموماً معطوف شده) ...و mRNA VEGF  ،HIF-1و بیان 

و تمرین ورزشی را در بیان فاکتورهاي آنژیوژنز  تاثیر هیپوکسی

اند اگر چه در این راستا هم، اختلاف نظرهایی وجود  هتایید کرد

ــراي مثــال وانــگ و . )21.20(دارد نقــش ) 2014( همکــاران ب

هـاي بنیـادي در    تمرین هوازي و هایپوکسی را بـر بیـان سـلول   

در افراد غیر فعال مورد مطالعه قـرار  ) CPCs(1گردش اندوتلیال

 احتمالاً وکسی این مطالعه نشان داد تمرین در شرایط هایپ. دادند

                                                             
1.Circulating Progenitor Cells 
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، )SDF-1(هـاي بنیـادي   بیان بیش تنظیمی فاکتور مشتق از سلول

VEGF  وNO   ی هایپوکسـی  یرا با فعال شدن مسیر عامـل القـا

هاي بنیادي درگردش را  ، سلولVEG دهد و احتمالاً افزایش می

هـاي فعـال    هاي اندوتلیال عروقی عملکردي در بافـت  به سلول

و ) 2016( همکارانو  گان ي دیگر، در مطالعه). 22(کندمتمایز 

در هیپوکسی  PI3Kرسانی  تاثیر پیام) 2013( میلانو و همکاران 

در ایـن تحقیـق    ).23(هـا بررسـی کردنـد    بـر مـوش   متناوب را

چرخه در معرض هیپوکسی  4روز، روزانه  14ها به مدت  موش

درصد همراه با  8تا  6به صورت دو دقیقه با هیپوکسی (متناوب 

هـاي   قرار گرفتند و با مـوش ) بار 5گیري براي  اکسیژن دقیقه 3

نورموکسی به عنوان گروه شاهد مقایسه کردند و گزارش دادند 

ــاض   PI3K/Aktمســیر  ــوژنز، انقب ــاوب، آنژی در هیپوکســی متن

پذیري و عملکرد قلبی را بهبـود بخشـید و در کـاهش آسـیب     

 .عضله قلبی مـوثر بـود   ایسکمی و برقراري مجدد جریان خون

تحقیقی را در یک شرایط هیپوکسی  رنجبر و همکاران ،علاوهبه

هیپوکسی به مدت هشت هفتـه    درصد12متر با  4200با ارتفاع 

انجـام دادنــد و نشـان دادنــد ترکیـب هیپوکســی و تمـرین بــه     

شـود و در   منجر مـی   VEGFدرصدي سطوح سرمی 44افزایش

. )12(درصدي را مشاهده کردنـد  17گروه نورموباریک افزایش 

هفتـه   8و 2عنوان داشـتند کـه    همکارانکه، لاندباي و  در حالی

موجـب تغییـر   ) متـري 4100ارتفاع(ماندن در شرایط هیپوکسی 

و چگالی  mRNA VEGF  ،1- mRNA HIFداري در بیان  معنی

   .)24(شود مویرگی نمی

بهترین راه شناسایی ، براي روشن شدن علت این تناقضات

بررسی مطالعات . ر این پدیده استمسیرهاي مولکولی درگیر د

تـوان دو مداخلـه تمـرین     دهد تـا کنـون   انجام گرفته نشان می

هوازي و هیپوکسی متناوب بر القا آنژیوژنز در بافت قلبی با هم 

. اسـت   مقایسه و هم افزایی این دو عامل بر هم بررسـی نشـده  

هاي صورت گرفته عمدتا در سطح سرم، پلاسـما و  گیري اندازه

کننـده   مـنعکس  اند کـه دقیقـاً   ان ژن در عضله اسکلتی بودهیا بی

لذا تحقیق حاضر سعی . باشند وضعیت بیان ژنی بافت قلبی نمی

کرده تاثیر هـر یـک از مـداخلات تمـرین هـوازي، هیپوکسـی       

 HIF1-aهـاي   ها را بر محتـواي پـروتئین   متناوب، و ترکیب آن

VEGFA, و P-AKT بررسـی  هـاي صـحرایی  میوکارد موش در 

  .کند

   شناسی روش

روش تحقیق حاضر از نوع تجربی و طرح پس آزمون با گـروه  

هاي صحرایی نر سـفید نـژاد   در این تحقیق از موش. کنترل بود

ماهگی  3با سن حدود ) انستیتو پاستور، تهران) (n=40(ویستار 

هـاي  ابتدا، موش. گرم استفاده گردید220±20درمحدوده وزنی 

کنترل سـالم، هیپوکسـی،   : گروه 4ر صحرایی به طور تصادفی د

بندي شدند و تمرین هوازي با هیپوکسی و تمرین هوازي تقسیم

هـا در   تمام مـوش . موش صحرایی قرار گرفت 10در هر گروه 

-C22°دمـاي  (یک محیط کم اسـترس   آزمایشگاه حیوانات در

ـ   و سیکل روشـنایی ) درصد و کم سر و صدا 50، رطوبت 20

رت چهارتایی در هر قفـس قـرار داده   ساعته به صو12تاریکی 

حیوانات آزادانـه بـه آب شـرب و غـذاي فشـرده       ضمناً. شدند

به مدت دو ماه و ) شرکت خوراك دام پارس(مخصوص موش 

بـه منظـور ایجـاد حالـت سـازش بـا       . هفته دسترسی داشتند 2

محیط، تمامی مداخلات پس ازگذشت حداقل دو هفته استقرار 

فرایند کلـی کـار در کمیتـه     .وع شدحیوانات در آزمایشگاه شر

) ایـران  ،اردبیـل (اخلاق کار با حیوانات دانشگاه محقق اردبیلی 

کلیـه مراحـل    .به تایید رسید )95/د/ 13/20(با شماره تصویب 

هـاي تجربـی در محـل     هـاي صـحرایی و آزمـایش    تیمار موش

هاي مرکز تحقیقات علـوم اعصـاب دانشـگاه علـوم      آزمایشگاه

    .جام شدپزشکی تبریز ان

  تمرین هوازي

هفتـه بـر روي    8جلسه در هفتـه و   5هاي تمرین هوازي گروه

هاي صـحرایی  در ابتدا، موش. شدند نوار گردان تمرین داده می

متر در دقیقـه و   10دقیقه در روز و با سرعت  20تا10به مدت 

سرعت ). هفته اول(درجه تمرین خود را آغاز کردند  6با شیب 

ي بعد افزایش یافت تـا   هفته 3یج در طول و مدت تمرین بتدر

 55هاي پایانی مدت و شدت تمرین به ترتیب به  اینکه در هفته

  )1جدول( .متر در دقیقه رسید 26دقیقه در روز و 

  اعمال هایپوکسی

فشار سهمی (هیپوکسی اعمال شده از نوع هیپوکسی ایزوباریک 

دت بـوده و بـه م ـ  ) اتمسـفر  1درصد با فشار کلـی   14اکسیژن 

سـیکل  (طور متناوب و افزایشی در طـول شـب   ه هشت هفته ب

در داخل اتاقک هیپوکسـی ویـژه حیوانـات سـاخت     ) روشنایی

 .شـد  اعمـال مـی   )Biomedtech( کشور استرالیا مدل بایومدتیچ

این مقدار هیپوکسـی از نظـر میـزان فشـار سـهمی      ) 2جدول (

ی هاي صـحرای  موش. باشد متري می 3400اکسیژن شبیه ارتفاع 
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بـه  ) ساعت در شبانه روز 12تا  8(بعد از اتمام زمان هیپوکسی 

گروه . شدند ها انتقال داده می محل آزمایشگاه و کنار سایر گروه

تمرین با هیپوکسی بعد از تمـرین در طـول روز مشـابه گـروه     

شـدند و   هیپوکسی در داخـل اتاقـک هیپوکسـی قـرار داده مـی     

ــر هیپوکســی در  گــروه ــرل غی نورموکســیک  شــرایط هــاي کنت

 760درصد با فشـار کلـی   21فشار سهمی اکسیژن (ایزوباریک 

بـه منظـور عـادي سـازي     . شـدند  داري می نگه) میلی متر جیوه

 8و  4بترتیـب   ،هـاي صـحرایی در دو هفتـه اول    اتاقک، موش

 12هاي آخر تا  شدند که در هفته ساعت هیپوکسی را متحمل می

ان کلـی مداخلـه   مـدت زم ـ . ساعت شب مانی افزایش پیدا کرد

  .هفته بود 8هیپوکسی 

  گیري نمونه

هـاي صـحرایی   ساعت بعد از آخرین جلسه تمرینی، موش 24

و ) گرم بر کیلوگرممیلی 90(بوسیله تزریق درون صفاقی کتامین 

ها بیهوش شدند و قلب آن) گرم بر کیلوگرممیلی 10(زایلازین 

در نیتروژن بعد از شستشو با نرمال سالین . بلافاصله خارج شد

. داري شدند نگه) -C° 70(منجمد و در دماي ) -C°196(مایع 

-P وHIF1-a، VEGFAهـاي   براي ارزیابی میزان بیان پـروتئین 

AKTاز روش وسترن بلات استفاده شد.  

تکنیک وسـترن بـلات   ) Immunoblotting(ایمونوبلاتینگ 

-Pو  HIF1-a ، VEGFAهـاي  براي تعیین میـزان بیـان پـروتئین   

AKT روش کار مشابه کارهـاي قبلـی بطـور    . ه کار گرفته شدب

ده درصـد وزنـی    تهیه هموژنه براي. ترتیب زیر بوده خلاصه ب

مهـار کننـده    حـاوي ) سـیگما (حجمی بافت قلب ازبـافر ریپـا   

غلظـت تـام پـروتئین بـا     . استفاده شد) سیگما(پروتئاز کوکتیل 

هـا   نپـروتئی  سپس. گیري گردید اندازه) سیگما(روش برادفورد 

دناتوره کننـده آکریلامیـد حـاوي سـدیم دودسـیل      % 10در ژل 

 ،شرکت نوژن پـارس (دستگاه الکتروفورز  و) SDS( 1سولفات

بعد از تفکیک، بانـدهاي پروتئینـی   . تفکیک شدند) ایران،مشهد

 )سـیگما ( (PVDF)2بر روي غشا پلـی وینیلیـدین دي فلورایـد   

گ براي پوشش دادن بلاکین بافر از استفاده از بعد. ترانسفر شدند

اولیه خرگوشی ضـد   بادي آنتی از نواحی خالی از پروتئین غشا

HIF1-a 13515آمریکـا بـا کـد     3ساخت شرکت سانتاکروزsc- ،

و ضـد  -sc 7985با کد  P-AKTضد  ، 507با کد  VEGFAضد 

 )در طول شـب ( 500به  1 نسبت به -47788sc با کدبتا اکتین 

 5ار شستشو هر بار به مدت چهار ب غشاها پس از. استفاده شد

در  20،درصـد تـوین   05/0با بافر فسفات نمکی حـاوي   دقیقه

به مدت یک ساعت  HRP4معرض آنتی بادي ثانویه کونژوگه با 

پس از شستشوي مجدد با روش قبلی این بـار بـه   . قرار گرفتند

براي آشکارسازي  )ECL))(BioRadصورت سه تکرار از کیت 

غشاها در معرض . شده استفاده شدهاي ایمنی تشکیل  کمپلکس

                                                             
1. Sodium Dodecylsulfate 
2 . Polyvinylidene fluoride  
3 . Santa Cruz  
4  . horseradish peroxidase 

ها زمانبندي هفتگی تمرین موش. 1جدول  

  شیب نوارگردان  )با سرعت متر در دقیقه(شدت تمرین  )دقیقه(مدت تمرین         هفته

  درجه6   10  دقیقه سرد کردن5   20تا  10  دقیقه گرم کردن5  هفته اول

  درجه6   21تا  15 دقیقه سرد کردن5   40الی  20 دقیقه گرم کردن5  دومهفته 

  درجه6  22 دقیقه سرد کردن5   40 دقیقه گرم کردن5  هفته سوم

  درجه6  23 دقیقه سرد کردن5  45 دقیقه گرم کردن5  هفته چهارم

  درجه6  24 دقیقه سرد کردن5  50 دقیقه گرم کردن5  هفته پنجم

  درجه6  25 دقیقه سرد کردن5  55 دقیقه گرم کردن5  هفته ششم

  درجه6  26 دقیقه سرد کردن5  55 دقیقه گرم کردن5  هفته هفتم

  درجه6  26 دقیقه سرد کردن5  55 دقیقه گرم کردن5  هفته هشتم

 
هاي صحرایی در اتاقک هایپوکسی زمانبندي قرارگرفتن موش. 2جدول  

  )متر(سازي شده  ارتفاع شبیه  )ساعت(مدت   هفته  )متر(سازي شده  ارتفاع شبیه  )ساعت(مدت   هفته

  3400  12  هفته پنجم  3000   4  هفته اول

  3400  12  هفته ششم  3400   8  هفته دوم

  3400  12  هفته هفتم  3400  12  هفته سوم

  3400  12  هفته هشتم  3400  12  هفته چهارم
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افـزار   فیلم رادیو گرافی قرار گرفته و دانسیته باندها توسط نـرم 

Image J ي باندهاي پروتئین هدف در  گیري شد و دانسیته اندازه

 ـ. مقابل لودینگ کنترل بتا اکتین نرمالیزه شدند صـورت  ه نتایج ب

  .ارائه گردیدند) نسبت به گروه کنترل(دانسیته نسبی 

  جزیه و تحلیل آماريت

 SPSS افـزار آمـاري   هاي پژوهش حاضر با اسـتفاده از نـرم   داده

هـا بـا اسـتفاده از آزمـون      نرمال بودن داده. انجام شد 20نسخه 

براي بررسی اخـتلاف  . اسمیرنوف مشخص شد ـ  کولموگروف

. دار بین گروهی از آزمون آنوواي یک طرفه اسـتفاده شـد   معنی

ها از آزمون تعقیبـی تـوکی    بین گروهبراي تعیین محل اختلاف 

  .مد نظر بود) ≥05/0P(داري  سطح معنی. استفاده شد

  ها یافته

هاي حاصل از تحقیـق نشـان داد چگـالی     و تحلیل داده  تجزیه

، )>01/0p(در هـر سـه گـروه تمــرین     HIF1-aنسـبی پـروتئین  

 )>01/0p(و تمــرین تـوام بــا هیپوکســی  ) >01/0p(هیپوکسـی  

 HIFولـی بیـان  . داري داشت نترل افزایش معنینسبت به گروه ک

تمرین با ترکیـب  ) >95/0p(هاي تمرین با هایپوکسی  بین گروه

، هیپوکسی با ترکیـب تمـرین بـا    )>09/0p(تمرین با هیپوکسی 

  )1شکل). (>09/0p(داري نداشت  هیپوکسی تفاوت معنی

هاي آماري تحقیق حاضـر نشـان داد بیـان     بررسی چنین هم

، هیپوکسی )>001/0P(در هر سه گروه تمرین  VEGFپروتئین 

)001/0P< (   و مداخله تمرین با هیپوکسی در مقایسه بـا گـروه

مقایســه بــین ). >001/0P(داري داشــت  کنتــرل افــزایش معنــی

هـاي   بـین گـروه   VEGFها مشخص کرد که بیان پروتئین  گروه

تمرین بـا ترکیـب تمـرین بـا     ) >056/0P(تمرین با هایپوکسی 

، هیپوکسی با ترکیب تمرین بـا هیپوکسـی   )>31/0P(هیپوکسی 

  )2شکل( ).>038/0P(داري نداشت  تفاوت معنی

در  PI3K/Aktپروتئین  ها نشان دادند که بیان یافته چنین هم

ــرین   ــروه تم ــه گ ــی )>001/0P(هرس و ) >001/0P(، هیپوکس

تمــرین تــوام بــا هیپوکســی نســبت بــه گــروه کنتــرل افــزایش 

غلظـت   هـا  در مقایسه بین گـروه ). >01/0P(داري داشت  معنی

ــه ) >001/0P(تمــرین   در گــروه PI3K/Aktپــروتئین  و مداخل

داري  تمرین با هیپوکسی نسبت به گروه هیپوکسی افزایش معنی

و تمـرین تـوام بـا     ولی بین گـروه تمـرین  ) >001/0P(داشت 

  )3شکل. (داري یافت نشد فاوت معنیت) >076/0P(هیپوکسی 

کیلو دالتون116  
 

HIF1-α 

کیلو دالتون  42  
 

Actin  B 

 

 الف

 

 

  ب

  هاي مداخله مورد مطالعه نسبت به گروه کنترل درگروه)  HIF1-a(ه افزایش بیان پروتئین فاکتور القاء شده هیپوکسی نشان دهند. 1شکل

هاي مورد   نمودار ستونی  جهت نمایش کمی  دانسیته نسبی باندهاي پروتئینی در گروه )ب.  HIF1-aتصویر ایمونوبلاتینگ پروتئین ) الف

 در مقایسه با گروه کنترل >01/0P. ** مطالعه  و مقایسه آن ها با هم
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کیلو دالتون 21  
 

VEGF  

کیلو دالتون  42  
 

Actin  B 

 

 الف

 

 

 

 

  ب

  هاي مداخله مورد مطالعه نسبت به گروه کنترل درگروه) VEGF(نشان دهنده افزایش بیان پروتئین فاکتور رشد اندوتلیال عروقی . 2شکل

هاي مورد  نمودار ستونی  جهت نمایش کمی  دانسیته نسبی باندهاي پروتئینی در گروه) ب. VEGFتصویر ایمونوبلاتینگ پروتئین ) الف

  در مقایسه با کنترل  > 0P /01**. در مقایسه با گروه هیپوکسی> P  05/0#. مطالعه  و مقایسه آن ها با هم

  
کیلو دالتون 21  

 
P-Akt  

کیلو دالتون  42  
 

Actin  B 

 

 الف

 

 

 

 

  ب

  هاي مداخله مورد مطالعه نسبت به گروه کنترل  درگروه) VEGF(نشان دهنده افزایش بیان پروتئین فاکتور رشد اندوتلیال عروقی . 3شکل 

هاي مورد  نمودار ستونی  جهت نمایش کمی  دانسیته نسبی باندهاي پروتئینی در گروه) ب. VEGFتصویر ایمونوبلاتینگ پروتئین ) الف

 در مقایسه با کنترل  > 0P /01.  **در مقایسه با کنترل> P 05/0. *با هم مطالعه  و مقایسه آنها
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  گیري نتیجه و بحث

مطالعه حاضر جهت بررسی اثـر تمـرین هـوازي و هیپوکسـی     

متناوب به تنهایی و توام بر روي آنژیوژنز بافت قلـب طراحـی   

. نوع هیپوکسی در این مطالعه متناوب و ایزوباریک بود. گردید

ی به هاي این تحقیق عبارت بود از اینکه هیپوکس ترین یافته مهم

شود هـر   محسوب می آنژیوژنز تنهایی محرك قویتري در القاي

که یک مسیر بقا و ترمیم مهم  Akt/PI3K چند در تحریک مسیر

هـا   نیـز بررسـی  . رود تمرین هوازي اثر بهتري دارد شمار میه ب

نشان دادند که هیپوکسی متناوب و تمرین هوازي هر دو به یک 

همانطور  .میزان در القا فاکتور القاشونده با هیپوکسی نقش دارند

اشاره شد بر اساس نتایج تحقیق حاضر مشخص شد نیز  که قبلاً

بـا هـر سـه محـرك تمـرین،       ،VEGFکه سطح بیـان پـروتئین   

نتایج ایـن  . یابد افزایش می هیپوکسی و تمرین توام با هیپوکسی

همخوانی دارد کـه  ) 2010( همکارانهاي چن و  تحقیق با یافته

ــد  ســاعت قرارگیــري در معــرض هیپوکســی   8گــزارش کردن

هفتـه   8بـه مـدت   ) درصد اکسیژن15تا 14(توسط متناوب و م

بـا   چنـین  هـم . )25(شـود  می mRNA VEGFباعث افزایش بیان

که نقش تمـرین  ) 2014(همکاران و  نتایج وانگ جونگ شیان

هـاي بنیـادي در گـردش     هوازي و هیپوکسی را بر بیـان سـلول  

در افراد غیر فعال مورد مطالعه قـرار دادنـد   ) CPCs( 1اندوتلیال

ــوا ــرایط   . نی داردهمخ ــرین در ش ــان داد تم ــه نش ــن مطالع ای

هـاي   بیان بیش تنظیمی فاکتور مشتق از سلول احتمالاً هیپوکسی 

 و MMP-9( ،VEGF( 2، ماتریکس متالوپروتیناز)SDF-1(بنیادي

NOدهد  را با فعال شدن مسیر عامل القائی هیپوکسی افزایش می

هـاي   ه سلولهاي بنیادي درگردش را ب ، سلولVEGF و احتمالاً

ــی عمل ــدوتلیال عروق ــتان ــردي در باف ــایز   ک ــال متم ــاي فع ه

، )2013(همکـاران  همسو با نتایج ما رنجبر و . )26.22(کند می

نشان دادنـد کـه هیپوکسـی و تمـرین      )2016(همکاران  وگان 

,  12(دهند سرمی را افزایش می mRNA VEGFورزشی سطوح 

23(.  

در اغلب تحقیقات، دو مکانیسم اصلی توسط هیپوکسی در 

یکـی اینکـه در شـرایط    . ذکـر شـده اسـت   VEGF افزایش بیان

یابد و از طریـق   هیپوکسی آدنوزین در عضله اسکلتی تجمع می

، موجـب بـالا رفـتن غلظـت     )(A2اتصال به گیرنده خود یعنی 

cAMP1 امل به نوبه خود باعث افزایش سطح شود که این ع می

                                                             
1 . Circulating Progenitor Cells 
2 . Matrix Metalloproteinase-9 

mRNA  پروتئینVEGF دیگر اینکه هیپوکسـی باعـث   . شود می

سازي مسـیر   در ادامه از طریق فعال HIF. شود می HIFتحریک 

P-AKT/Akt  موجب القا و بیان ژنی پـروتئین VEGF شـود  مـی 

ولی نتایج تحقیق حاضر با نتایج برخی از تحقیقات مانند . )26(

همسـو   )2004(همکاران ، لاندباي و )2009( نهمکارامونیر و 

اي کـه   در تحقیقـی تـک جلسـه   همکـاران  باشـد مـونیر و    نمی

ورزشکاران استقامتی را براي سه ساعت در شـرایط هیپوکسـی   

راحت مطلـق قـرار   صورت اسـت ه ب) متري 3000معادل ارتفاع (

سـرمی آنـان   VEGF داري در سطوح دادند، متوجه کاهش معنی

نیز کاهش ) 2006( همکارانمشابه این تحقیق، التمانز و . شدند

در (دقیقــه هیپوکســی  150ســرمی را بعــد از VEGF دار معنــی

به علاوه، لاندباي  .)25(گزارش کردند) شرایط استراحت مطلق

هفتـه اسـتراحت    8و  2عنوان داشـتند کـه   ) 2004(همکاران و 

موجـب تغییـر   ) متـري 4100ارتفاع(مطلق در شرایط هیپوکسی 

و چگـالی  mRNA VEGF ،1- mRNA HIFداري در بیان  معنی

علت همخوان نبودن نتایج، احتمالا نوع . )24(شود میمویرگی ن

مـدت هیپوکسـی و یـا سـطح     ) متناوب یـا تـداومی  (هیپوکسی 

سرم در (گیري  هیپوکسی و بویژه نوع، زمان و نمونه مورد اندازه

 ). 22(تواند باشد می) مقابل بافت قلب

علـت  ه اند تمرینات ورزشی ب نشان داده چنین هممطالعات 

. کننـد  سیژن شرایط شبه هیپوکسی ایجـاد مـی  افزایش مصرف اک

مشاهده شده که عضلات تمرین کرده به دلیل مصرف اکسـیژن  

ــی    ــیژن م ــنش اکس ــار ت ــریع دچ ــوند س ــه  . )25(ش ــانی ک زم

رسانی متعاقب محـدودیت جریـان خـون در عضـلات      اکسیژن

هـر چنـد   . یابد افزایش می HIF-1αمختل شود سطوح پروتئین 

فقط به میـزان   HIF-1a دهند لعاتی وجود دارند که نشان میمطا

لینــدهلم و (شـود   کمـی در عضـلات تمــرین کـرده فعـال مــی    

گــزارش  )2014(همکــاران و  ســیلویکا ،)2016( راندکویسـت 

درصـد  13فشـار سـهمی اکسـیژن     دادند که فعالیت ورزشی در

در عضـلات اسـکلتی ایفـا    HIF-1a نقش اصـلی را در بیـان ژن  

تحقیقـاتی نیـز وجـود دارنـد کـه اثـر ترکیـب        . )28.27(کند می

و نشـان   بررسی کـرده  هیپوکسی حاد با فعالیت ورزشی حاد را

اند که در این شرایط فراخوان فاکتورهـاي آنژیـوژنز بیشـتر     داده

نیز برخی محققین در مطالعه بر روي بیان پروتئین . )7(شود می

HIF-1   متوجـه شــدند کــه هیپوکســی حــاد همــراه بــا فعالیــت

را نسبت به فعالیت اسـتقامتی   HIF-1 mRNAاستقامتی سطوح 

که با  ).2009(همکاران و  مانیر(یش داده است صرف بیشتر افزا



 همکارانو  فرهادي
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هاي ما نشان دادنـد   نتایج تحقیق حاضر مغایرت دارد زیرا یافته

افزایی  متناوب توام با ورزش متوسط اثر هم که هیپوکسی مزمن

هـاي   هر چند باید به تفاوت. ندارندHIF-1a بر بیان) سینرژیک(

ی حـاد در  هیپوکس ـ(دو نوع هیپوکسی اعمال شده توجه داشت 

تـوان   مـی  چند علت احتمالی نیز براي این نتـایج ) مقابل مزمن

این احتمال وجود دارد که علیرغم اعمال دو محرك ) 1برشمرد 

 VEGFهاي قلبـی در بیـان    محدودیت ظرفیت کل سلول ،قوي

 2اند چون همانطور که در شکل نداده دهی بیشتر را اجازه پاسخ

دو  یک افـزایش تقریبـاً   آورده شده هم هیپوکسی و هم تمرین

اند که  مطالعات نشان داده اند القا کرده VEGFبرابري را در بیان 

حتی در حضور مواد پرو آنژیوژنزکلاسیک افزایش بـیش از دو  

احتمال دارد که این دو محرك در ) 2. )8(برابر دیده نشده است

احتمـال سـوم   ) 3برخی مسیرها اثر همدیگر را کمرنـگ کننـد   

به رسـیدن بـه یـک راهکـار مشـترك در رفـع مشـکل         مربوط 

صورت که فعالیت ورزشی بـه   این محرومیت از اکسیژن است به

ا کند و متعاقب ـ طور مستقل فشارهاي متابولیکی زیادي اعمال می

دهـد در   مصرف اکسیژن را توسط عضلات فعـال افـزایش مـی   

هـاي   کـاهش فعالیـت   ٬حالیکه هیپوکسی حاد با کاهش اکسیژن

نیز مشاهدات مرتبط با سازگاري با ارتفاع  .طلبد متابولیکی را می

دهند که پاره اي از اثرات مفیـد آن بـه تولیـد     متناوب نشان می

قی مهـم و عامـل   که یک گشادکننده عرو (NO)نیتریک اکسید 

 ٬کننده موثر در برابر هیپوکسی شدید و طولانی اسـت  محافظت

شـامل   چنـین  هـم اثرات ایـن نـوع هیپوکسـی    . باشد مربوط می

باشد  محافظت قلبی عروقی، عصبی و دفاع در مقابل استرس می

علاوه بر مـوارد بـالا تحقیـق     .)29( )2011(همکارانعزتی و (

در هر سه گروه  AKTحاضر نشان داد که فسفریلاسیون پروتئین

تمرین، هیپوکسی و مداخله تمرین با هیپوکسی نسبت به گروه 

ند ایـن افـزایش در گـروه    هر چ. داري دارد کنترل افزایش معنی

نمودار (تمرین نزدیک به سه برابر بیشتر از گروه هیپوکسی بود 

هاي طبیعی و سرطانی  رسانی سلول در پیامPI3K/Akt مسیر). 3

نقش اساسی دارد این مسیر نقش کلیـدي در چنـدین عملکـرد    

 ر، مهاجرت، چسـبندگی، تهـاجم و بقـاي   سلولی از جمله تکثی

 این تحقیق با یافته هـاي کـارار و مایـاتی    نتایج .سلولی را دارد

که اعلام داشتند فعال شدن ) 2011( همخوانی دارد کرار و ماتی

کنـد   کمک می HIFبه تثبیت سطح پروتئین P-AKT/AKT مسیر

هاي طبیعی  برد و آنژیوژنر را در سلول را بالا می VEGFو ترشح

   .)31(شود و سرطانی موجب می

هاي انـدوتلیال   به گیرنده خودش روي سلول VEGFاتصال

نسـبت   افزایش کوتاه مدت. برد را پیش می AKTفسفریلاسیون

P-AKT/AKT   ــی ــیش تنظیم ــان ب ــا بی ــایپرتروفی VEGF ب ، ه

در  چنین هم). 2014(شود اوکا فیزیولوژیکی قلب را موجب می

فسفریلاسـیون پـروتئین    ها، اضر در مقایسه بین گروهتحقیق ح

AKT هاي تمرین توام با هیپوکسـی نسـبت بـه گـروه      در گروه

فعال  علت این امر احتمالاً. داري داشت هیپوکسی افزایش معنی

از  P-AKT/AKTرسـانی دیگـري غیـر از     شدن مسیرهاي پیـام 

و یـا  ) P38MAPK( 1جمله میتوژن فعـال شـده پـروتئین کینـاز    

مطالعات پیشین . در شرایط هیپوکسی بوده است تریک اکسایدن

شدت بـا  ه اثر تمرین بر افزایش مسیرهاي رشد و ترمیم را که ب

ــیون  ــان داده  AKTفسفریلاس ــد نش ــد در ارتباطن ــل . ان در مقاب

مطالعاتی نیز وجود دارند که اثر مهاري هیپوکسی مـزمن را بـر   

هـا   ایـن مغـایرت  . )30(اند آشکار کرده VEGFآنژیوژنز و مسیر 

تـر نیازمنـد اسـت کـه      تر شدن به مطالعات وسـیع  جهت واضح

هـا پرداختـه    هاي متعدد در این مطالعـه بـه آن   بعلت محدودیت

   .نشده است

  گیري نتیجه

دهد که هشت هفته تمرین هوازي و هیپوکسی  ها نشان می یافته

فعـال   طور توام منجر به تنهایی و بهمتوسط به طور متناوب به 

-P و فعال شدن مسـیر  ها قلبی در رت شدن مسیرهاي آنژیوژنز

AKT/AKT رسد که هیپوکسی بـراي القـا    نظر می به. گردند می

-Pفعالیـت مسـیر پیـام رسـانی      آنژیوژنز و تمرین هوازي براي

AKT/AKT دو عامـل اثـر هـم      باشند نیز این محرك بهتري می

دسـتی   هاي پایین براي تعیین دقیق مکانیسم. افزایی نشان ندادند

  .و بالادستی این مسیرها نیاز به مطالعات بیشتري وجود دارد

  قدردانی و تشکر

هاي مرکز تحقیقات علوم اعصـاب   با تشکر از مسئولین آزمایشگاه

دانشــگاه علــوم پزشــکی تبریــز کــه در انجــام ایــن تحقیــق کمــال 

از زحمات سرکار خانم دکتر پـوران   چنین هم. همکاري را داشتند

ی، دانشـگاه علـوم پزشـکی تبریـز و دکتـر مصـطفی خـانی،        کریم

  .شود دانشکده تربیت بدنی دانشگاه تبریز تشکر و قدردانی می

  

  

  

  

                                                             
1. Mitogen Activation Protein Kinase 
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Abstract 

Introduction: Despite the many clinical observations regarding 
the beneficial effects of hypoxia, the mechanism of its effect on 
the angiogenesis of the cardiac tissue has not yet been studied. 
However, the aim of this study to investigate. The effects of 
aerobic training and hypoxia on expression angiogenic factors in 
cardiac male wistar rats. 

Materials and Methods: In the current experimental study, forty 
male Wistar rats weighing 220±20 gr were randomly divided into 
four groups; normal control (NC), hypoxia (H), Hypoxia + training 
(HT) and training groups. Hypoxia group exposed to chronic 
intermittent hypoxia (PiO2≈106 mmHg, simulated altitude ≈ 3400 
m, 14% oxygen for 8 weeks). And exercise group ran on a 
treadmill for 8weeks, 3 session/ week. (HT) Group, after 
exercise, during the day were similar to hypoxia in the hypoxic 
chamber. Then, relative protein density of HIF1a, VEGF and 
PI3K were measured with western blot method.  

Results: The result showed that intermittent hypoxia, exercise 
training+ hypoxia and exercise training significantly increased 
relative protein density of HIF1a,  VEGF and PI3K compared to 
control  group (p<0.001).also, significant increased relative 
protein density of VEGF in hypoxia group compared to exercise 
training+ hypoxia group (p<0.034). However, significant 
increased relative protein density of PI3K in exercise groups 
compared with control group (p<0.001). 

Conclusion: It seems that hypoxia more induced angiogenesis 
signaling pathway and exercise training is potent stimulator for 
activity of P-I3K/Akt signaling pathway. 

Key Words: Intermittent Hypoxia, Angiogenesis, exercise 
training. 
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