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Abstract  

Aim: Due to the increasing development of metabolic diseases such as diabetes, the heart is one 

of the most important tissues that are damaged by this disease. Also, long-term oxidative stress 

in the heart tissue causes changes in the expression of various genes, including mitochondrial 

biogenesis genes. The effect of exercise in different phases of the circadian cycle on the 

protection of heart tissue in diabetes is unknown. The aim of this study was the effect of 

endurance training in the light and dark phase on some indicators of mitochondrial biogenesis 

in the heart tissue of diabetic rats. Methods: In this study, 30 NMRI mice with an average age 

of 8 to 10 weeks were randomly divided into 6 groups: dark phase healthy control, light phase 

healthy control, dark phase diabetic control, light phase diabetic control, dark phase diabetic 

exercise, and exercise. Diabetics were placed in the light phase. Then they became diabetic by 

feeding with high-fat diet and intraperitoneal injection of streptozotocin. The endurance training 

protocol (Vmax 50-60%) was 5 days a week for 8 weeks. After anesthesia, blood and heart tissue 

were removed. The data were evaluated by ANOVA method at a significance level of p < 0.05. 
Results: 8 weeks of endurance training significantly increased the expression of PGC-1α, NRF-

1, Atf2, AMPK genes (P˂ 0.05) in the heart tissue of diabetic rats. The changes in the two phases 

of light and darkness in different groups did not show any significant difference (P˂ 0.05). 
Conclusion: Endurance training can lead to better performance by increasing the expression of 

mitochondrial biogenesis genes in the heart tissue of subjects with diabetes. Endurance activity 

in two phases of light and dark has no significant difference in the desired factors and more 

research is needed. 
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Extended abstract  

Background 

Due to the increasing development of metabolic diseases such as diabetes, the heart is one of the most important tissues 

that are damaged by this disease. Also, long-term oxidative stress in the heart tissue causes changes in the expression of 

various genes, including mitochondrial biogenesis genes. Diabetes is associated with a circadian rhythm disorder, and 

exercise can improve metabolic disorders related to the circadian rhythm The effect of exercise in different phases of the 

circadian cycle on the protection of heart tissue in diabetes is unknown. The aim of this study was the effect of endurance 

training in the light and dark phase on some indicators of mitochondrial biogenesis in the heart tissue of diabetic rats. 

Materials and Methods 

The current research is experimental and laboratory type. The statistical sample of this research was made up of 30 adult 

male NMRI laboratory mice with an average age of 8-10 weeks and an average weight of 25-30 grams. 

 

Experimental design  

In order to induce diabetes, a combination of low-dose streptotocin (STZ) and high-fat diet (HFD) was used. Based on 

this, the rats in the diabetic groups received HFD (60% of caloric diet) for 5 weeks. They reached an average weight of 

270 ± 20 grams. After reaching the weight of the rats, STZ solution (20 mg per kg) was injected intraperitoneally once to 

induce diabetes. After purchase, the mice were kept in transparent polycarbonate cages in an environment with humidity 

of 45-55%, temperature of 22±2 degrees Celsius and light-dark cycle of 12:12 hours. In the next step, the diabetic rats 

were randomly divided into the following four groups (each group of 5 heads): (1) light phase diabetic control group (CD-

ZT3) (2) dark phase diabetic control group (CD- ZT15), (3) light phase diabetic exercise group (TD-ZT3) and (4) dark 

phase diabetic exercise group (TD-ZT15). Also, the non-diabetic groups were divided into two groups (each group had 5 

heads), light phase healthy control (CH-ZT3) and dark phase healthy control (CH-ZT15).  

 

Training protocol  

The rats in the training groups received an eight-week program of aerobic exercise including running on the treadmill 

twice a day (morning and night) after a one-week training adaptation period. The exercise program of the present study 

was carried out from a one-week adaptation phase in order to acquaint the animals with the laboratory conditions. After 

that, 8 weeks of endurance training (6 days per week) with a training intensity of 50 to 65% of the maximum speed was 

implemented incrementally. So, the speed was 8 meters per minute in the first week and 9 meters per minute in the second 

week, and 1 meter per minute was added every two weeks from the third week onwards. The duration of training in the 

second, fourth and last two weeks was constant compared to the previous week, but the fifth and sixth weeks were 

increased by 5 minutes compared to the previous week. The training duration during the period from the first to the eighth 

week was 60 to 80 minutes. 48 hours after the end of the eight-week training period, rats were anesthetized by 

intraperitoneal injection of ketamine (75 mg per kg of body weight) and xylazine (10 mg per kg of body weight). Blood 

samples were taken directly from the heart.  

 

Statistical analysis  

The data of the present study were analyzed through the ANOVA statistical test and Tukey's post hoc test. SPSS version 

23 software was used and P<0.05 was considered statistically significant. 

 

Results 

8 weeks of endurance training significantly increased the expression of PGC-1α, NRF-1, Atf2, AMPK genes (P˂ 0.05) in 

the heart tissue of diabetic rats. The changes in the two phases of light and darkness in different groups did not show any 

significant difference (P˂ 0.05). The findings of the present study showed that there is a significant increase in the level 

of blood glucose variables (P=0.018) and weight (P=0.031) in diabetic rats compared to healthy control rats. Also, the 

effect of aerobic training on changes in blood glucose levels (P=0.002) and weight (P=0.040) was significantly reduced 

in exercise groups compared to diabetic groups. Changes in the levels of blood glucose variables in two phases of darkness 

and light in all studied groups showed a significant difference (P=0.027). Of course, there was no significant difference 

in weight changes in two phases of darkness and light (P=0.07). 

Discussion 

The results of the present study showed that the disease of diabetes is due to the disturbances it causes in the metabolism. 

It reduces mitochondrial biogenesis factors in heart tissue. Also, doing eight weeks of endurance training increases the 

gene expression of heart mitochondrial biogenesis factors and improves the function of heart tissue. Despite this, in order 

to prescribe endurance programs for diabetics, the clinical conditions of the subjects such as the type of diabetes, the 

https://doi.org/10.22049/jahssp.2023.28916.1578


JAHSSP                                                           http://jahssp.azaruniv.ac.ir/

                http://dx.doi.org/10.22049/JAHSSP.2023.28916.1578 

Gaieni et al, Journal of Applied Health Studies in Sport Physiology, 2024, 11, 1: 173-191                            175 

 

  Copyright ©The authors                                                                 Publisher: Azarbaijan Shahid Madani University 

       

 

volume and severity of the complications of the disease, as well as the conditions of the training programs such as duration, 

intensity and other components should be examined in order to The best results can be achieved for these people. Since 

the effect of endurance training in two phases of light and darkness in the desired factors was not significantly different 

in diabetic rats. It is not possible to definitely consider the time of exercise as a therapeutic approach in the treatment of 

patients with diabetes, and more extensive research is needed. 

Article message 

According to the research findings, Endurance training can lead to better performance by increasing the expression of 

mitochondrial biogenesis genes in the heart tissue of subjects with diabetes. Endurance activity in two phases of light and 

dark has no significant difference in the desired factors and more research is needed. 
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هنگام بر بیان ژن برخی عوامل بایوژنز  استقامتی صبح و شبهفته تمرین  8مقایسه تأثیر 

 های نر مبتلا به دیابتمیتوکندریایی قلب موش

 4، رضا نوری3، سیروس چوبینه*2ینی، عباسعلی گائ1ودیلیلا دا 

    25/51/2051تاریخ پذیرش:                  50/21/2052تاریخ دریافت: 

 چکیده
هایی تترین بافسازی همانند دیابت، قلب از عمدهوهای سوختروزافزون بیماریبه پیشرفت  با توجه هدف:

شود. همچنین فشار اکسایشی درازمدت در بافت قلب سبب است که در اثر این بیماری مورد آسیب واقع می
روزی هشود. تاثیر تمرین ورزشی درفازهای گوناگون سیکل شبانهای بایوژنز میتوکندری میژن تغییر در بیان

تأثیر اجرای تمرین بررسی هدف از این پژوهش  بر محافظت بافت قلب در شرایط دیابت ناشناخته است.
ای ههای بایوژنز میوکندریایی در بافت قلب موشاستقامتی در فاز روشنایی و تاریکی بر برخی شاخص

هفته،  13تا  8با میانگین سنی  NMRIسر موش  33در این مطالعه، تعداد روش شناسی:  .دیابتی بود

گروه کنترل سالم فاز تاریکی، کنترل سالم فاز روشنایی، کنترل دیابتی فاز تاریکی،  6به صورت تصادفی در 
کنترل دیابتی فاز روشنایی، تمرینی دیابتی فاز تاریکی و تمرینی دیابتی فاز روشنایی قرار گرفتند. سپس به 

ن استرپتوزوتوسین دیابتی شدند. پروتکل تمری درون صفاقیو تزریق روش تغذیه با رژیم غذایی پرچرب 
، 1α-PGCهای هفته بود. میزان بیان ژن 8روز در هفته به مدت  0(، maxV 03-63% استقامتی )
NRF-1 ،Atf2 ،AMPK ها به روش گیری شد. دادهدر بافت قلب اندازهANOVA  در سطح

 هایهفته تمرین استقامتی موجب افزایش معنادار بیان ژن 8ا: هیافته .ارزیابی شدند >P 30/3معناداری 

PGC-1α ،NRF-1 ،Atf2 ،AMPK (30/3˂ Pدر بافت قلب موش ) .های مبتلا به دیابت شد
(. P ˂30/3های مختلف تفاوت معناداری نشان ندادند )تغییرات در دو فاز روشنایی و تاریکی در گروه

های های بایوژنز میتوکندریایی در بافت قلب آزمودنیایش بیان ژنتمرین استقامتی با افزگیري: نتیجه

در دو فاز روشنایی و تاریکی در  استقامتی تواند به عملکرد بهتر آن منجر شود. فعالیتمبتلا به دیابت می
 های بیشتر است.عوامل مورد نظر اختلاف معناداری نداشته و نیاز به پژوهش

 

 ، تمرین استقامتی، دیابت-AMPK ،Atf2 ، α1PGCهاي کلیدي: واژه 
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 مقدمه
(، بیماری نارسایی ترشح انسولین یا نداشتن تأثیر 1DMدیابت ملیتوس )

انسولین است و ویژگی اصلی آن افزایش مقادیر قند خون است. این بیماری 
ای هعروقی و بسیاری از بیماری -قلبی های کلیوی، عوارضی مانند بیماری

استرس اکسایشی  .(1)همراه دارد دستگاه عصبی مرکزی و محیطی را به 
ا هگذارد و از جملۀ این اندامهای گوناگون بدن تأثیر میبر اندام DMبیماری 

که اختلال عملکرد میتوکندریای در بیماران دیابتی دیده قلب است. از آنجایی
هایی در زمینه بررسی بیماری دیابت شده است، زمینه برای اجرای پژوهش

 DMو عوامل تأثیرگذار بر آن مانند فعالیت ورزشی فراهم است. بیماری 
میلیون  103انـسان اسـت کـه بـیش از  ترین بیماری سوخت و سازیمهم

میلیون نفر در ایران به آن مبتلا هـستند و شمار  3نفر در جهان و نزدیک به 
تعداد افراد  ،است. برآورد شده (2)انـد زیادی از آنـان ناشـناخته بـاقی مانده

 2333میلیون در سال  366به  2333سال میلیون در  171دیابتی در جهان از 
عروقی دلیل اصلی مرگ در بیماران  -های قلبی . بیماری(3)خواهد رسید 

طوری که این بیماران در معرض خطر پر فشاری  است. به DMمبتلا به 
 . (4)د گیرنخون، آتروژنز، انفارکتوس قلبی و بیماری عروق کرونری قرار می

ز شود. بایوژنبایوژنز میتوکندریایی در بیماری دیابت دچار اختلال می
دریایی میتوکن میتوکندریایی فرآیندی درون سلولی است که طی آن تودۀ

دن میتوکندری فرآیندی است که در پاسخ ش. ساخته(0)یابد می افزایشسلول 
( در 2ATPآدنوزین تری فسفات ) به افزایش تقاضای سلولی ویژه تولید
هم در کنندگان مشود. از جمله تنظیمبرخی شرایط فیزیولوژیایی انجام می

PGC-) اآلف-گیرنده فعال کننده تکثیر پراکسی زوم یک ،ساخت میتوکندری
31αم خوبی تنظی ها بهساز اکسایشی را در برخی بافتو( است که سوخت

کننده نسخه برداری و عامل کلیدی در بایوژنز . این شاخص، فعال(6)کند می
 1-یاباشد که نقش مستقیمی در تولید عامل تنفس هستهمیتوکندریایی می

(41-NRFداشته و عامل مهمی در هماهنگی )  بیان ژن میتوکندریایی است
های سوخت و سازگاری وابسته بههای ، بیان ژن PGC-1αعامل .(7)

سترای سوبکند و درنتیجه بر انتخاب سازی و میتوکندریایی را تنظیم می
های فعال و نیز تولید گونه  ATP قلبی، عملکرد میتوکندری، ظرفیت تولید

های مهم در فرایند . ازجمله شاخص(8)گذارد ( تأثیر می0ROSاکسیژن )
گونه مطرح شده ( است و این6Atf2) 2عامل رونویسی فعال شده  ،بایوژنز

پروتئین  های ورزشی از راهمانند تمرین های بیرونیاست که محرک
 

1. Diabetes Mellitus 
2. Adenosine Triphosphate 
3. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

coactivator 1-alpha 
4. Nuclear Respiratory Factor 1 
0. Reactive Oxygen Species 
6. Activating Transcription Factor 2 

 ( باعث فعالیت آنp38MAPK7)p38 کینازهای فعال شده با میتوژن
طور . به (9)است  PGC-1α که پیامد آن در نهایت بیان شاخص شودمی

عوامل کمکی در هماهنگی بایوژنزی و  Atf2و   PGC-1αکلی،
شدن پروتئین فعال ازسوی دیگر،. (6)روند شمار می کاتابولیکی میتوکندری به

باید مورد توجه  DMر بیماری ( د8AMPK) AMPکیناز فعال شده با 
 های گوناگون دارد. برای مثال، در عضلۀآثار گوناگونی در بافتقرار گیرد؛ زیرا 

اسید چرب  قلبی و عضلۀ اسکلتی، باعث تحریک و برداشت گلوکز، اکسایش
( و بایوژنز 13GULT4) 4نوع  دهنده گلوکزشدن انتقال(، فعال9FAAآزاد )

. از (13)د کنسنتز پروتئین و گلیکوژن را مهار میشود و میتوکندریایی می
هایی که در بالا به آن اشاره شده است در بیماری این رو، بررسی شاخص

لوم شده است فعالیت ورزشی روشی خوبی مع به دیابت دارای اهمیت است.
خصوص بیماری دیابت را کنترل  ها بهتواند بسیاری از بیماریاست که می

های ورزشی، با افزایش کنترل قند خون و . فعالیت(12, 11)و مدیریت کند 
، راهبرد مؤثری در درمان و پیشگیری (13)افزایش حساسیت به انسولین 

-رود. همچنین، تمرینشمار می ( بهT2DM) 2بیماری دیابت ملیتوس نوع 

وساز در سوبستراهای انرژی، چگالی های سوختهای ورزشی به سازگاری
واقع، نتایج  . در(14)شود و عملکرد عضله اسکلتی منجر میمیتوکندری 

دهند که تمرین منظم استقامتی باعث افزایش های زیادی نشان میپژوهش
-های میتوکندریایی و افزایش حداکثر اکسیژن مصرفی آن میفعالیت آنزیم

،  PGC-1αهای مورد تأثیر فعالیت ورزشی بر شاخص . در(16, 10)شود 
Atf2،NRF-1  و AMPKاست که در بیشتر هایی انجام شده پژوهش

ر یکی ها داشته است. دها فعالیت ورزشی تأثیر مثبتی بر بیان این شاخصآن
هفته تمرین  6( نشان دادند، 2322و همکارانش ) سیدیها از این پژوهش

 شده است  NRF2و  PGC-1α استقامتی باعث افزایش میزان پروتئین

هفته  16 .( نیز نشان داد2323و همکارانش ) 11نتایج پژوهش وانگ .(17)
 AMPKو  PGC-1α هایتمرین استقامتی باعث افزایش بیان پروتئین

 8مؤثربودن  (2319و همکارانش ) همچنین، پژوهش باقدم .(18) شده است
بافت قلب  PGC-1α دار بیان ژنهفته تمرین هوازی را در افزایش معنا

بنابراین، تأثیر مؤثر فعالیت ورزشی بر  .(19) اندگزارش کردههای دیابتی رت
  .(23, 18, 17)عوامل بایوژنز میتوکندریایی مشهود است 

روزی برای تنظیم فرآیندهای فیزیولوژیک و بیوشیمیایی بدن ریتم شبانه
هیپوتالاموسی مغز، در کنترل ریتم  12ضروری است. هسته سوپراکیاسماتیک

 بها توجه روز که ب. ریتم شبانه(21)روزی در حیوانات نقش اساسی دارد شبانه
است، آغاز تابش خورشید، فاز روشنایی و آغاز گذاری شده نور خورشید نام

7. P38 Mitogen-Activated Protein Kinases 
8. AMP-Activated Protein Kinase 
9. Free Fatty Acid 
13. Glucose Transporter Type 4 
11. Wang 
12. Suprachiasmatic Nucleus  
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شود که در این دوفاز تاریک شدن هوا فاز تاریکی در نظر گرفته می
وساز بدن، به دلیل تأثیرگذاری نور، تغذیه و فعالیت بدنی، با یکدیگر سوخت

های نوری از طریق اعصاب بینایی، تنظیم ساعت سیگنال. (22)کند فرق می
ناوب، هر دو های گوناگون را برعهده دارند. به طور متسازی رفتارو همگام

های محیطی بیانگر ها و سلولم عصبی مرکزی و تقریبا تمام بافتسیست
 هستند. 2CLOCKو  1Bmal1روزی از قبیلعوامل رونویسی نوسانگر شبانه

. این سیستم ساعت داخلی (21)کنند های سلولی را تنظیم میکه عملکرد
ند کتنظیم عملکردهای مورد نیاز برای حفظ هموستاز گلوکز را تنظیم می

رابطه بین تغییر شیفت کاری و خطر های گوناگونی وجود پژوهش. (23)
. مطالعات (24)اند توسعه مشکلات قلبی عروقی، سرطان و دیابت را نشان داده

با اختلال در ریتم  2های متابولیک و دیابت نوع دهد که بیمارینشان می
روزی در که، دستگاه ساعت شبانه. از آنجایی(23)روزی همراه است شبانه

رسد فعالیت نظر میبه (20)پستانداران نقش اساسی در حفظ هموستاز دارد 
هبود ببخشد روزی را بورزشی بتواند اختلالات متابولیک وابسته به ریتم شبانه

ای که فعالیت ورزشی از طریق آن عمل کند، بار کار بالقوهوساز. (23)
در  کولیسازی سلولی بر نوسان ساعت مولمکانیکی است، زیرا فشرده

گذارد و تغییرات مکانیکی، تأثیر فعالیت ورزشی بر های بدن تأثیر میسلول
یکی از دلایلی که باعث افزایش بروز . (26) کندساعت مولکولی را بیشتر می

جانبزرگی و . (27) روزی استهای شبانهشود، تغییر در ریتمدیابت می
مرین رای ت(، به بررسی تاثیر فاز روشنایی و فاز تاریکی اج2322همکارانش )

های سالمندی، فشار اکسایشی و عملکرد بافت استقامتی بر برخی شاخص
 Vmaxپروتکل تمرین استقامتی ) .های دیابتی پرداختندپانکراس در موش

بیان داشتند که تمرین  هفته بود. آنان 8روز در هفته به مدت  0(، 03-63%
ه های مبتلا بهای ساعت در موشاستقامتی موجب افزایش بیان پروتئین

دیابت شد؛ و تمرین در دو فاز روشنایی و تاریکی با یکدیگر اختلاف معناداری 
ای هداشت. فعالیت در فاز تاریکی سبب افزایش بیشتر متابولیسم پروتئین

همچنین، ترشح طبیعی انسولین . (28)های دیابتی شده است ساعت در موش
ناشی از گلوکز در انسان در چرخه روز و شب متفاوت است و اختلال در نوسان 

. (29)است  2بت نوع دلایل ابتلا به دیا روزی متابولیسم گلوکز یکی ازشبانه
های ، گزارش کردند که اختلال در اجزای مولکول(33)و همکارانش 3مارچوا
آنها شواهدی را  شود.( منجر به دیابت میBMAL1و  (CLOCKساعت
. روزی عملکردی استدادند که پانکراس موش دارای یک ساعت شبانهنشان 

 خیل در سنجش گلوکز، ترشح انسولینهای داین ساعت پستانداران، بیان ژن

آنان نشان دادند که  .(33)کند های جزایر را تنظیم میو رشد و تکامل سلول
روزی در آنها مختل است، انسولین کمتری در هایی که ساعت شبانهموش

کنند و انسولین کمتری در پاسخ به گلوکز ترشح حالت استراحت تولید می
ه دهد کهای مورفومتریک نشان میاین، تجزیه و تحلیلعلاوه بر  کنند.می

 

1. brain-muscle arntlike 1 
2. circadian locomotor output control kaput  
3. Marcheva 

نتایج نشان  یابد.تر هستند و تولید انسولین کاهش میجزایر پانکراس کوچک
دهد که ساعت جزایر پانکراس در تولید انسولین دخالت مستقیم دارد می

روزی در دیابت این است که . یکی از مسائل مهم در نقش ریتم شبانه(33)
مروزی یا مکانیسبا تأثیر بر ریتم شبانه BMAL1 یا CLOCK اختلال در

شود. های ساعت منجر به نقص متابولیک میبا عملکرد ژن های غیر مرتبط
های غیرمعمول غذا خوردن، روزه گرفتن، خوابیدن، بیداری و امروزه ریتم

فعالیت بدنی کم و زیاد به دلیل الزامات زندگی، بر افراد بیشتر و بیشتر تحمیل 
رسی راز نقطه نظر بالینی، انجام یک مطالعه اپیدمیولوژیک که به ب شود.می

 روزی توسط تغیر در شیفت کاری یا سایر اختلالات سبکریتم شبانه اختلال در
زندگی در چرخه روز و شب در ایجاد دیابت و اختلالات مربوط به آن مورد 

بط های مرت. بنابراین، مکانیسمی که توسط آن اختلال در ژن(31)نیاز است 
ز ساگذارد، ممکن است زمینهروزی تأثیر میهای شبانهبر ریتم ساعت با

افزایش سریع دیابت در سراسر جهان باشد. علاوه بر مطالعه مداوم اهمیت 
ت، به بروزی در ایجاد دیاهای شبانهفیزیولوژیکی و پاتفیزیولوژیکی ریتم

های خاص و انتخابی عملکرد های فنی که امکان اصلاح کنترلپیشرفت

در یک مطالعه مروری، تئو و  .(21)دهد، مورد نیاز است ساعت را می
 روزی بر فعالیتهای شبانهقاتی را که تاثیر چرخه(، تحقی2311همکاران )

ورزشی بررسی کرده بودند را خلاصه کردند. آنها دریافتند که  در طی فعالیت 
هوازی در اواخر روز، عملکرد جسمانی و اکسیژن مصرفی بیشینه افزایش 

د جسمانی با افزایش دمای مرکزی بدن و افزایش یابد. افزایش عملکرمی
مخالف، در  -هدایت عصبی و هماهنگی بهتر در انقباض عضلات موافق

های معینی از روز . تمرین در ساعت(32)انتهای روز همبستگی بالایی دارد 
تواند بهبود عملکرد ورزشی را به همراه داشته باشد. با این وجود، عملکرد می

زارش شده است. در مورد تفاوت عملکرد بهتر در ساعات انتهایی روز گ
واند تی وجود دارد. افزایش دمای بدن میجسمانی در ساعات متفاوت توجیهات

دسترسی به منابع سوخت کربوهیدرات را نسبت به چربی بیشتر کند و 
. به همین (33) های عضلانی را تسهیل کندمیوزین در واحد -مکانیک اکتین

دهد که شود اوج عملکرد در ساعات ابتدایی عصر رخ میدلیل، تصور می
روزی مستقیماً ریتم شبانه .(34) همزمان با بالاترین دمای ممکن بدن است

ارتباط زیادی دارد  AMPKهای متابولیکی تحریک شده از جمله با گیرنده
بر بیان  PGC1α و AMPKهای . فعالیت ورزشی از طریق بیان ژن(22)

ه د منجر بتوانگذارند و از این طریق میأثیر میهای ساعت مولکولی تژن
عالیت طریق آن ف ای که ازروزی شود. سازوکار بالقوهتغییرات در ریتم شبانه

 کند، میزانروزی عمل میعنوان یک نشانه زمان شبانه ورزشی به

AMPK یابد و این افزایش بر اثر فعالیت ورزشی افزایش میAMPK، 
 و E 4(PER (-های، دوره ژن حاوی جعبهثبات بیان ژن پروتئین

های ساعت مولکولی هسته دهد و بر ژنرا تغییر می CRY)0 (کریپتوکروم

4. E box-containing genes Period 
0. Cryptochrome 
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 عملکردروز بر شبانهزمانی در  از سوی دیگر، نوسانات .(30)ثیرگذار است تأ
رسد، این های گوناگون بررسی شده است و به نظر میورزشی در ورزش

ه به های وابست، زیرا ژنگذاردنوسانات بر انجام تمرین استقامتی تأثیر می
های روزی، مسئول تنظیم زمانی بسیاری از پدیدههای شبانهریتم

، مولکولی -سلولی. بنابراین در سطح (36)فیزیولوژیایی در بدن انسان هستند 
 24مقادیر بیان ژن در یک دوره موثر بر  عاملیروزی را های شبانهریتم

 هایکه دربارۀ تأثیر کارآمدتر اجرای تمرینازآنجایی. (37)شناسند میساعته 
های گوناگون روز و یا زمان بهتر اجرای فعالیت ورزشی بر استقامتی در زمان

مولکولی قلب بیماران دیابتی، مطالعات کم است و  -های سلولیسازگاری
روز، میزان بیان های گوناگون شبانهدهند در زمانهد نشان میبرخی شوا

ارش بر بررسی این مهم و آث. در واقع، (39, 38)کند ها احتمالاً تغییر میژن
-یدچار اختلال م دیابتهای میتوکندریایی که تحت تنش میزان بیان ژن

د اند که اختلالات متابولیکی ماننشوند، دارای اهمیت است. مطالعات نشان داده
چاقی و دیابت با اختلال در عملکرد میتوکندری، کاهش محتوای میتوکندری 

همراه است. افزایش  (41)و کاهش نشانگرهای بایوژنز میتوکندریایی  (43)
بسیار حائز  2از نظر درمانی برای دیابت نوع  تواندعملکرد میتوکندری می

به رغم مطالعات انجام یافته در خصوص بررسی تاثیر  .(42)اهمیت باشد 
های بایوژنز میتوکندری، نتایج حاصل در موارد تمرینات هوازی بر بیان ژن
به  های هورمونی و متابولیکیپاسخعلاوه براین، بسیاری ضد و نقیض بوده، 

خص ه نامشفعالیت ورزشی در ساعات مختلف روز متفاوت است، و با توجه ب
ه در یوزنز میتوکندری در بافت قلب، به ویژاروزی بر ببودن ارتباط ریتم شبانه

ستقامتی ای که به بررسی تاثیر فعالیت اافراد دیابتی، و با توجه به اینکه مطالعه
افت روزی بر بایوژنز میتوکندری در بتاریکی و روشنایی ریتم شبانهدر دو فاز 

قلب بیماران دیابتی پرداخته باشد، در دسترس نیست. بنابراین پاسخ به این 
توان زمان انجام فعالیت ورزشی را به عنوان یک عامل پرسش که آیا می

ی دانست، ابتهای بایوژنز میتوکندری در بیماران دیاثرگذار در افزایش بیان ژن
هفته تمرین  8، بررسی تاثیر هدف از پژوهش حاضر باشد. لذاضروری می

، PGC-1αهای ژناستقامتی در صبح و شب بر مقادیر بیان 
Atf2،NRF-1  وAMPK  های نر مبتلا به میتوکندریایی قلب موش

  دیابت است.

 

 روش پژوهش
لحاظ اجرا  ای و ازپژوهش حاضر از نوع تجربی، از لحاظ هدف، توسعه

سر موش آزمایشگاهی  33پژوهش را  این آماری نمونه آزمایشگاهی است.
تا  20هفته و میانگین وزنی  13تا  8با میانگین سنی  NMRI نر بالغ نژاد

ها از مرکز پرورش حیوانات آزمایشگاهی گرم تشکیل دادند. موش 33
ای الق منظورخریداری شدند. به  شاپور اهوازدانشگاه علوم پزشکی جندی

( S0130سیگما ) (STZ) 1، ترکیبی از داروی استرپتوزتوسیندیابت

 

1. Streptozotocin 

شد. برای چهار استفاده  (2HFD)ساخت کشور آلمان و رژیم غذائی پرچرب 
از غذای  2سازی به دیابت نوع گروه دیابتی، جهت ایجاد بیشترین شبیه

 هصفهان تهیپرچرب استفاده شد. غذای مورد نظر از مرکز پژوهشگاه رویان ا

آمده  1شد. ترکیب رژیم غذایی کنترل شده پرچرب در قالب پلت، در جدول  
مدت  های دیابتی قرار داشتند بههایی که در گروهاست. بر این اساس، موش

درصد کالری جیره( دریافت کردند. تا به میانگین وزن  63) HFDهفته  0
 . (43)گرم رسیدند  23±273

 

 ترکیب رژیم غذاي پرچرب .2جدول 

 )گرم/کیلوگرم( مقدار ترکیب غذایی

 360 پودر غذای استاندارد رت

 313 چربی گوسفندی

 63 ها و مواد معدنیمخلوط ویتامین

 DL 3 میتونین 

 1 پودر مخمر

 1 کلرید سدیم

 

گرم میلی STZ (23ها، برای ایجاد دیابت محلول پس از به وزن رسیدن رت
د شبار به روش تزریق درون صفاقی انجام به ازای هر کیلوگرم( برای یک 

برای اطمینان از القای دیابت، میزان  قند  STZروز پس از دریافت  0. (44)
خون با استفاده از دستگاه تست قند خون شرکت اکیو چک و نمونه خونی 
گرفته شده از سیاهرگ دمی به منظور اطمینان از دیابتی شدن بررسی و 

لیتر بود گرم بر دسیمیلی 126گیری شد و اگر گلوکز ناشتا بیشتر از اندازه
صورت تصادفی و با توجه  و به (46, 40)نظر گرفته شدند  ها دیابتی درنمونه

گروه دیابتی )دیابت کنترل صبح، دیابت تمرین  4سازی وزنی در به همگن
های کنترل گروه. صبح، دیابت کنترل شب و دیابت تمرین شب( قرار گرفتند

زمان با گروه دیابتی خریداری و با رژیم غذایی معمولی تغذیه  سالم نیز هم
شدند. در این پژوهش دو گروه کنترل وجود داشت، زیرا گروه صبح در زمان 

 برداریمخصوص به خود و گروه شب نیز در زمان مخصوص به خودش بافت
بار سنجیده شد فته یک ها هر دو هشد. همچنین مقادیر گلوکز خون موش

 های کمیته اخلاقدستورالعململاحظات اخلاقی کار با حیوانات مطابق . (46)
)با کد:  دانشگاه تهران -دانشکده علوم ورزشی و تندرستی در پژوهش 

2. High Fat Diet 
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IR.UT.SPORT.REC.1401.036 ) و با رعایت کامل مفاد کمیته
 .اخلاق در پژوهش، اجرا شد

ها به محیط ها با غذاهای مخصوص پس از انتقال موشتغذیه موش
-های پلیخریداری در قفسها پس از آزمایشگاه حیوانات شروع شد. موش

متر ساخت شرکت رازی سانتی 33عرض و ارتفاع  33کربنات شفاف به طول 
درصد، دمای  00تا  40تایی( در محیطی با رطوبت های دو و سهراد )در گروه

ساعته نگهداری  12:12روشنایی  -گراد و چرخه تاریکی درجه سانتی 2±22
 18و شروع فاز تاریکی از ساعت  صبح 6شدند. شروع فاز روشنایی از ساعت 

در نظر گرفته شد؛ و تنظیمات آن به وسیله تایمر آنالوگ انجام شد. در طول 
ها قرار صورت آزاد در اختیار موشپژوهش آب و غذای استاندارد پلت به 

، در مرحله بعدهای کنترل سالم از رژیم غذایی معمولی و گرفت. برای گروه
سر( زیر قرار  0دفی در چهار گروه )هر گروه های دیابتی شده، تصاموش

( گروه کنترل 2) 1(ZT3-CD)( گروه کنترل دیابتی فاز روشنایی 1گرفتند: )
 ( گروه تمرینی دیابتی فاز روشنایی3، )2(ZT15-CD)دیابتی فاز تاریکی 

(ZT3-TD)3 ( گروه تمرینی دیابتی فاز تاریکی 4و )(ZT15-TD)4 .
سر( کنترل سالم فاز  0غیردیابتی در دو گروه )هر گروه های همچنین، گروه

قرار  6(ZT15-CH) و کنترل سالم فاز تاریکی 0(ZT3-CH) روشنایی
های کنترل قرار داشتند در دو نوبت صبح و هایی که در گروهگرفتند. موش

ای مطالعه تحرک در قفس مانده و در دوره هشت هفتهصورت بیشب به 
 هایهایی که در گروهرینی دریافت نکردند. اما، موشگونه برنامه تمهیچ

ه هشت برنام تمرینی قرار داشتند، پس از یک هفته دوره سازگاری با تمرین،
ای تمرین هوازی شامل دویدن روی تردمیل را دو نوبت در روز )صبح هفته

ها برای ادامه تمرین در طول و شب( را دریافت کردند. جهت تحریک موش
 نی از شوکر الکتریکی استفاده نشد. جلسات تمری

 

 آزمون تعیین سرعت حداکثر 

آزمون سرعت حداکثر در انتهای هفته سازگاری )هفته چهارم و هشتم تمرین 
های تمرینی، سرعت های مطالعه گرفته شد. در گروهاصلی( از همه گروه

 ثرکتمرین با استفاده از تمرین در دامنه مورد نظر با استفاده از سرعت حدا

 حاصل شده در ابتدای مطالعه و هفته چهارم تمرین تنظیم شد. 

 (48, 47) یافته است و همکارانش توسعه7این پروتکل طبق مطالعه چاوانلی 
های گوناگون های موجود در گروه( موش1که شامل مراحل زیر است: )

متر در  6روی تردمیل قرار داده شدند و ظرف پنج دقیقه با سرعت  مطالعه
متر در دقیقه  2میزان دقیقه به  2ت هر ( سپس سرع2شدند؛ )دقیقه گرم می

 

6. Control Diabetes Zeitgeber Time 3 
7. Control Diabetes Zeitgeber Time 15 
8. Training Diabetes Zeitgeber Time 3 
9. Training Diabetes Zeitgeber Time 15 

 

ش کها با وجود تحریک خفیف با خطافزایش پیدا کرد، تا زمانی که موش
( و سرعت 3چوبی افزایش سرعت نداشتند یا تمایلی به ادامه کار نداشتند )

ها ثبت گردید. همچنین عنوان سرعت حداکثر آنها بهپایانی دویدن موش
ای هشگیری از هرگونه اختلال مربوط به بیان ژنلازم به ذکر است جهت پی

های پژوهش، ها و در نهایت یافتهروزی و تأثیر آن بر عملکرد موششبانه
سرعت حداکثر برای هر گروه مطالعه در ساعت مربوط به همان گروه 

 سنجیده شد.

 پروتکل تمرین استقامتی

تفاده شی دیگر اسدر پژوهش حاضر از برنامه ورزشی مبتنی بر چند برنامۀ ورز
منظور آشنایی حیوانات با شرایط  . یک هفته مرحله سازگاری به(2)جدول شد 

روز در هفته(  6هفته تمرین استقامتی ) 8پس از آن آزمایشگاهی انجام شد. 
صورت فزاینده به اجرا درصد سرعت حداکثر به  60تا  03با شدت تمرینی 

متر  9دوم  متر در دقیقه و هفته 8اول  طوری که سرعت در هفتهدر آمد. به
متر در دقیقه به آن اضافه  1سوم به بعد هر دو هفته  در دقیقه بود و از هفته

 قبل از زمان تمرین در دو هفته دوم، چهارم و آخر نسبت به هفتهشد. مدت 
دقیقه اضافه  0قبل از آن  پنجم و ششم در مقایسه با  هفته آن ثابت اما هفته

دقیقه بود  83تا  63مدت تمرین در طول دوره از هفته اول تا هشتم  شد.
صبح و در  9. لازم به ذکر است ساعت اجرای تمرین در نوبت صبح (47)

 .(22)شب بود  9نوبت عصر 

 پروتکل تمرینی .1جدول 

مرحله 

 سازگاري

) یک هفته 
قبل از شروع 

 تمرین(

 روز

 سرعت

متر/ )
 (دقیقه

 مدت

 (دقیقه)

 33 0 روز اول

 43 6 روز دوم

 03 7 روز سوم

 63 8 روز چهارم

Type equation here.  روز
 پنجم

9 63 

 

 
10. Control Healthy Zeitgeber Time 3 
11. Control Healthy Zeitgeber Time 15 
1. Chavanelle  
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 63 13 روز  ششم

مرحله 

تمرین 

 اصلی

)هفته اول تا 
 هشتم(

 هاهفته

 سرعت

متر/ )
 (دقیقه

 مدت

 (دقیقه)

 63 8 هفته اول

 63 9 هفته دوم

 60 13 هفته سوم

 60 13 هفته چهارم

 73 11 هفته پنجم

 70 11 هفته ششم

 83 12 هفته هفتم

 83 12 هشتم هفته

 

 روش بافت برداري

ها به سالن ای تمرین، موشساعت پس از به پایان دوره هشت هفته 48
گرم به ازای میلی 70نمونه برداری منتقل و با تزریق درون صفاقی کتامین )

گرم به ازای هر کیلوگرم وزن میلی 13هر کیلوگرم وزن بدن( و زایلازین )
خون مستقیم از قلب دریافت و پس از های هوش شدند. نمونهبدن( بی

دقیقه نمونه سرم آنها  0دور در دقیقه به مدت  0333سانتریفیوژ با سرعت 

پس  .شد ها جدا جداسازی شد. در ادامه بافت قلب در شرایط استریل از آن

شد و این سرعت داخل نیتروژن مایع قرار داده بافت قلب به ،از استخراج
شدند و تا زمان انجام گراد منجمد درجه سانتی -73ها در فریزر نمونه

بر اساس روش  RNA استخراج .(23) های مولکولی نگهداری شدآزمایش
سینا کلون )تهران،  ارائه شده توسط شرکت و با استفاده از کیت تجاری

پس از خواندن  RNA هایت نمونهانجام شد. میزان خلوص و غلظ ایران(
 283/263و نیز محاسبه نسبت جذب نانومتر  263 ها در طول موججذب آن

ها آن هایی که نسبت جذببا استفاده از اسپکتروفوتومتر تعیین شد. نمونه
مورد استفاده قرار گرفت.  cDNA جهت سنتز .بود 8/1بیش از 

، ن )یکتا تجهیز تهرانبا استفاده از کیت تجاری سایبرگری  cDNAسنتز
نش های مورد بررسی، ابتدا واکمنظور تأیید بیان ژنایران( صورت پذیرفت. به

ها ان ژنای بیهای انتخابی انجام شد و سپس برای بررسی مقایسهروی بافت
شد. همچنین برای طراحی پروب در زمان حقیقی استفاده  PCR از آزمون

 

2. Primer 

استفاده شد. برای  Beacon designer TM7/01افزار و پرایمر، از نرم
 و کیت تجاری ΔΔCt-2 ایها، روش مقایسهارزیابی تغییرات بیان ژن

qPCR Probe Master Bioneer  به کار گرفته شد. مقادیر مقایسه-

در هر بافت توسط  GAPDHهای موردنظر در مقایسه با بیان ای بیان ژن
 PCRاز آزمون  گزارش شد. ΔΔCt-2 افزار ژن، ارزیابی و بر اساس رابطه نرم

منظور ارزیابی بیان گیرنده به  (Real-time PCR)در زمان حقیقی 
AdipoR2  ،استفاده شد. لیست پرایمرهای مورد استفاده در این مطالعه

هر  Gen Bankها تکثیر شد و نیز ای که توسط آنتوالی و طول قطعه
ر افزار پرایمفاده از نرمارائه شده است. طراحی پرایمر با است 3یک در جدول 

  انجام گرفت. 31

 هاي ارزیابی شده: توالی پرایمري ژن3جدول 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gene 

Bank 

ACC 

Leng

th bp 
SEQUENCE GENE 

NAME 

XM_0175

93963.1 
119 AGTTCAACGGCACAG

TCAAG 
GAPDH 

-rat-F 

  TACTCAGCACCAGCA

TCACC 
GAPDH 

-rat-R 

NM_0313

47.1 
133 GCAACATGCTCAAGC

CAAAC 
PGC1-

rat-F 

  TGCAGTTCCAGAGAG

TTCCA 
PGC1-

rat-R 

NM_0239

91.1 
150 GATAGCTGACTTCGG

ACTCTCT 
AMPK-

rat-F 

  AGGATAACACCACAG

CTCCA 
AMPK-

rat-R 

NM_0011

00708. 
142 TCGGAAACTCAGAGC

CACATT 
NRF1-

rat-F 

  GTACTTGCGCACCAC

ATTCT 
NRF1-

rat-R 

NM_0310

18.2 
150 AGAAGTCTGGCTATC

ATACTGCTG 
ATF2-

rat-F 

  AAGTGGCTCCAGCTT

CTGTT 
ATF2-

rat-R 

file:///D:/مجله/مقالات%20آماده%20انتشار/گایینی%20و%20همکاران.docx%23_ENREF_23
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 هاتحلیل دادهتجزیه و 

رزیابی اویلک  -شاپیروها با استفاده از آزمون بودن توزیع داده طبیعی
تفاده ها اسلون برای تعیین همگن بودن واریانسو تأیید شد. از آزمون 

فاز  -. به منظور بررسی تاثیر عوامل زمان تمرین )فاز روشناییشد
نها بر غیر دیابتی( و اثر متقابل آ –تاریکی( و وضعیت دیابت )دیابتی 

پارامترهای مورد مطالعه از آزمون اماری آنالیز واریانس دوراهه استفاده 
ای مورد ههای گوناگون بین گروهشد. به منظور مقایسه میانگین متغیر

 وکیمطالعه از آزمون آنالیز واریانس یک راهه و آزمون تعقیبی ت
های آماری و رسم نمودارها با استفاده کلیه بررسی .(49)استفاده شد 

دار برای سطح آماری معنیانجام شد و  23نسخه  SPSSافزار از نرم
 در نظر گرفته شد. P >30/3 همه متغیرها

 

 هایافته

داری در سطح های مطالعه حاضر نشان داد که افزایش معنییافته

های ، در موش(P=831/8)و وزن  (P=810/3)متغیرهای گلوکز خون 

های گروه کنترل سالم وجود دارد. همچنین تاثیر دیابتی نسبت به موش

و  (P=880/3)تمرین هوازی در تغییرات سطوح متغیرهای گلوکز خون 

های دیابتی، کاهش های تمرینی نسبت به گروهدر گروه (P=848/3)وزن 

ای گلوکز خون در دو فاز (. تغییر سطوح متغیره4داری یافت )جدول معنی
با  داریهای مورد مطالعه تفاوت معنیتاریکی و روشنایی در تمامی گروه

. البته تغییرات وزن در دو فاز تاریکی و (P=800/3)هم نشان دادند 

 .(P=80/8) داری نداشتروشنایی تفاوت معنی

 . میانگین و انحراف استاندارد وزن، گلوکز و سرعت0جدول 

حداکثر 

 سرعت

 (متر/ دقیقه)

 گلوکز

گرم / دسی )میلی

 لیتر(

 وزن 

 )گرم(

 متغیر

10/16± 1/34b 131/18± 4/13e 33/33±3/63b CH-

ZT3 

10/03± 1/32b 116/43± 4/22d 34/33± 2/64b CH-

ZT15 

14/83± 1/63b 143/08± 0/39b 41/33± 1/02a 
CD-

ZT3 

10/63± 3/91b 107/33± 0/40a 43/66±3/30a CD-

ZT15 

24/66± 1/10a 143/23± 0/63b 34/33± 1/02b 
TD-

ZT3 

24/83± 1/73a 127/43± 3/36c 36/33± 1/00b TD-

ZT15 

ن ها درآزمودهنده معنادار بودن اختلاف آنها نشانحروف لاتین غیریکسان بالای ستون

= گروه کنترل CH-ZT15 = گروه کنترل سالم فاز روشنایی ،CH-ZT3تعقیبی است. 
= گروه CD-ZT15گروه کنترل دیابتی فاز روشنایی،  =CD-ZT3 تاریکی،سالم فاز 

-TD= گروه تمرین دیابتی فاز روشنایی، TD-ZT3کنترل دیابتی فاز تاریکی، 

ZT15= .گروه تمرین دیابتی فاز تاریکی 

 

ان دهد. تاثیر متقابل بین تمرین و زمنتایج آزمون آنالیز واریانس نشان می
 ATF2 (713/3=P،) AMPKهای نتمرین بر میزان بیان ژ

(30/3=P ،)NRF1 (936/3=P و )PGC1α (600/3=P بافت قلب )
ای همعنادار نیست. همچنین اثر بیماری دیابت و تمرین بر میزان بیان ژن

ATF2 (44/3=P،) AMPK (11/3=P ،)NRF1 (31/3=P و )
PGC1α (762/3=P بافت قلب معنادار نبوده است. همچنین اثر بیماری )

 ATF2 (243/3=P،)های دیابت و زمان تمرین بر میزان بیان ژن
AMPK (37/3=P ،)NRF1 (361/3=P ) وPGC1α (48/3=P )

بافت قلب معنادار نبوده است. از این رو مداخله، توامان تمرین و زمان 
 افزایی بر افزایش غلظت این عوامل نداشته است.  تمرین تاثیر هم

 Atf2شود؛ میزان بیان ژن مشاهده می 2 و 1های همان طور که در شکل
های نر دیابتی در دو زمان روز و شب میتوکندریایی قلب موشPGC1 و

 .داشته است( >P 3331/3) های سالم کاهش معنادارینسبت به موش
های میتوکندریایی قلب در موش PGC1و  Atf2اما میزان بیان ژن 

داری نداشته عنادیابتی تمرین داده شده در روز و شب افزایش م
(666/3P=)  و در این آزمون زمان فعالیت ورزشی تاثیری بر میزان بیان

وان تمیتوکندریایی قلب نداشته است. بنابراین می PGC1و  Atf2ژن 
تمرین استقامتی صبح و شب هنگام بر مقادیر بیان ژن  ؛نتیجه گرفت

Atf2  وPGC1 تاثیر  2های نر دیابتی نوع میتوکندریایی قلب موش
 یکسانی دارد.

https://dx.doi.org/10.22049/jahssp.2023.28273.1543
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هاي نر دیابتی در میتوکندریایی قلب موش Atf2. میزان بیان ژن 2شکل

 هاي سالمزمان روز و شب در مقایسه با موش هر دو

CH-ZT3،گروه کنترل سالم فاز روشنایی = CH-ZT15  گروه کنترل سالم فاز =
روه کنترل = گCD-ZT15گروه کنترل دیابتی فاز روشنایی،  = CD-ZT3 تاریکی،

گروه  = TD-ZT15= گروه تمرین دیابتی فاز روشنایی،TD-ZT3دیابتی فاز تاریکی، 
الم و های کنترل سدار بین گروهتمرین دیابتی فاز تاریکی )* * * * وجود تفاوت معنی

سالم  های کنترلدار بین گروهوجود تفاوت معنی ####کنترل دیابتی در فاز روشنایی؛ 
 : عدم تفاوت معنی دار(nsتی در فاز تاریکی ؛ و گروه کنترل دیاب

 

هاي نر دیابتی میتوکندریایی قلب موش PGC1α. میزان بیان ژن 1شکل 

 هاي سالمدر هر دو زمان روز و شب در مقایسه با موش

CH-ZT3،گروه کنترل سالم فاز روشنایی = CH-ZT15  گروه کنترل سالم فاز =
= گروه کنترل CD-ZT15گروه کنترل دیابتی فاز روشنایی،  = CD-ZT3 تاریکی،

گروه  = TD-ZT15= گروه تمرین دیابتی فاز روشنایی،TD-ZT3دیابتی فاز تاریکی، 
نترل های کنترل سالم و کدار بین گروهتمرین دیابتی فاز تاریکی )** وجود تفاوت معنی

رل ای کنترل سالم و گروه کنتهدار بین گروهدیابتی فاز روشنایی ؛ * وجود تفاوت معنی
 : عدم تفاوت معنی دار(nsدیابتی در فاز تاریکی؛ 

های شود، میزان بیان ژنمشاهده می 4و  3های همان طور که در شکل
AMPK  وNRF1 های نر دیابتی در دو زمان میتوکندریایی قلب موش

 (>3331/3P)های سالم کاهش معناداری روز و شب در مقایسه با موش
 NRF1و  AMPKهای ته است. همچنین، میزان بیان ژنداش

های دیابتی تمرین داده شده در روز و شب در میتوکندریایی قلب در موش
داری داشته معنا های دیابتی بدون تمرین افزایشوشمقایسه با م

(3331/3P<)  است و در این آزمون زمان فعالیت ورزشی تاثیر معناداری

میتوکندریایی قلب نداشته است.  NRF1و  AMPKبر میزان بیان ژن 
توان نتیجه گرفت تمرین استقامتی صبح و شب هنگام بر بنابراین می

های نر میتوکندریایی قلب موش NRF1و  AMPKمقادیر بیان ژن 
 تاثیر یکسانی دارد. 2مبتلا به دیابت نوع 

 

هاي نر دیابتی ب موشمیتوکندریایی قل AMPK. میزان بیان ژن 3شکل 

 هاي سالمزمان روز و شب در مقایسه با موش در هر دو

CH-ZT3،گروه کنترل سالم فاز روشنایی = CH-ZT15  گروه کنترل سالم فاز =
= گروه کنترل CD-ZT15گروه کنترل دیابتی فاز روشنایی،  = CD-ZT3 تاریکی،

 گروه = TD-ZT15= گروه تمرین دیابتی فاز روشنایی،TD-ZT3دیابتی فاز تاریکی، 
؛ ها در فاز روشناییدار بین گروهتمرین دیابتی فاز تاریکی )**** وجود تفاوت معنی

 ها در فاز تاریکی(دار بین گروهوجود تفاوت معنی ####

 

هاي دیابتی در میتوکندریایی قلب موش NRF1. میزان بیان ژن 0شکل

 هاي سالمهر دو زمان روز و شب در مقایسه با موش

CH-ZT3سالم فاز روشنایی، = گروه کنترل CH-ZT15  گروه کنترل سالم فاز =
= گروه کنترل CD-ZT15گروه کنترل دیابتی فاز روشنایی،  = CD-ZT3 تاریکی،

گروه  = TD-ZT15= گروه تمرین دیابتی فاز روشنایی،TD-ZT3دیابتی فاز تاریکی، 
الم و ل سهای کنتردار بین گروهتمرین دیابتی فاز تاریکی )**** وجود تفاوت معنی

و کنترل  های تمرین دیابتیدار بین گروهکنترل دیابتی فاز روشنایی؛ * وجود تفاوت معنی
 های تمرین دیابتی با گروهدار بین گروهوجود تفاوت معنی #دیابتی در فاز روشنایی؛ 

الم و های کنترل سدار بین گروهوجود تفاوت معنی ####کنترل دیابتی در فاز تاریکی؛ 
 ترل دیابتی در فاز تاریکی(گروه کن
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 بحث 

یان تنظیم مجدد ب پژوهش حاضر نشان داد که انجام تمرین استقامتی به
های مبتلا در موشPGC1α و  ATF2 ،AMPK ،NRF1های ژن

کند. در این مطالعه، مصرف غذای پرچرب و دیابت به دیابت کمک می
و انجام ATF2 ،AMPK ،NRF1  ، PGC1های موجب کاهش ژن

ود. این شها در بافت قلب میفعالیت استقامتی موجب افزایش بیان این ژن
همکاران  ، سیدی و(03)و همکاران  1لئوریدنو هاینتیجه با گزارش

، برنجیان و (01)و همکاران  3، لاین(18)و همکاران  2(، وانگ2322)
همسو است. برای مثال در  (03) و همکاران 4کلوس و (02)همکاران 

هفته تمرین  6(، که به بررسی تأثیر 2322پژوهش سیدی و همکارانش )
 وPGC-1α های استقامتی با شدت متوسط بر بیان مقادیر پروتئین

NRF این  کههای دیابتی پرداخته بودند. نتایج نشان داد در قلب موش
 هفته باعث افزایش میزان بیان ژن 6شدت از تمرین استقامتی به مدت 

PGC-1α  و  NRFاز دلایل (17)شود های دیابتی میدر قلب موش .
ه مشابهت مکانیسم اثربخشی تمرین استقامتی، بر توان بهمسو بودن می

هند دها نشان میعوامل بایوژنز میتوکندریایی سلول اشاره کرد. پژوهش
امر  گردد که اینکه تمرینات استقامتی باعث بهبود در عملکرد هوازی می

ی های میتوکندریایی، حداکثر اکسیژن مصرفبه علت افزایش فعالیت آنزیم
توان فقط یک . نمی(10) باشددنبال تمرین میدریایی به و بایوژنز میتوکن

های درگیر در ایجاد سازگاریعامل را بیان کرد که همه مسیرهای 
استقامتی را تنظیم کند؛ اما از جمله سازوکارهای احتمالی این است که 

 CaMKIV ،CnAهای های ورزشی از طریق افزایش بیان ژنفعالیت
را افزایش  ATF2 و MEF2Cهای فعالیت ژن  MAPKp38و

. که (04)شوند می PGC-1αدهند که در نهایت موجب بیان بیشتر می
های ، سیترات سنتاز و تنظیمC سیتوکروم mRNAهمراه با افزایش 

در  PGC-1αژن  .(00)باشد های میتوکندری میبالادستی در پروتئین
 های کاتابولیکی وبیشتر مسیرها درگیر بوده و عاملی برای هماهنگی

. همچنین، فعالیت ورزشی باعث تحریک (06) باشدمیتوکندری میبایوژنز 
 شود؛ اینها میآدرنرژیکی توسط کاتکولامین β2های سازی گیرندهفعال

و در نتیجه فعال شدن فاکتورهای  cAMPامر منجر به افزایش 
-را افزایس می PGC-1αو در نهایت بیان شود میCREB رونویسی 

های احتمالا سازوکاری برای تعدیل جریان PGC-1αدهند. افزایش بیان 
و دگرگونی نیازهای سوختی  ATPمتابولیکی در پاسخ به کاهش سطوح 

. میزان بیان ژن (04)ناشی از فعالیت ورزشی یا محدودیت کالری است 
PGC-1α  در تمرین هوازی بالاتر است. چون فعالیت استقامتی باعث

ین شود؛ که تغییر او افزایش کلسیم درون سلولی می ATPسطح  کاهش
 

1. Lauridno 
2. Wang 
3. Line 

کند و بایوژنز را فعال می AMPKو  CaMKعوامل مسیرهای 
افتد. در طی فعالیت ورزشی ذخایر فسفوکراتین و میتوکندری اتفاق می

ATP  شوند تخلیه می 0زمان اسید گوانیدینوپروپیونیکوسیله تزریق همبه
-اق به کند؛ که این اتفیتوکندری افزایش پیدا میو ظرفیت اکسیداتیو م

 NRF-1های میتوکندریایی و فعال کردن واسطه افزایش فعالیت آنزیم
(، به بررسی 2323. همچنین، وانگ و همکاران )(07)است  PGC-1αو 

متر بر دقیقه برای یک ساعت در هفته بر 13تاثیر تمرین هوازی با سرعت 
و  AMPKهای ند. میزان پروتئینهای دیابتی پرداختروی قلب موش

PGC1α داری یافته بود. از جمله در گروه تمرین دیابتی افزایش معنی
 توان به نوع تمرین ورزشیدلایل همسو بودن با نتایج تحقیق حاضر می

ها در هر دو تحقیق اشاره کرد. شایان استفاده شده و دیابتی بودن آزمودنی
 16همکاران مدت زمان تمرین ورزشی ذکر است که در تحقیق وانگ و 

هفته بوده است که با این وجود در هر دو  8هفته و در تحقیق حاضر 
(. علاوه 18شود )دیده می PGC1αو  AMPKهای افزایش پروتئین

گوناگون )قلب، عضله و  این، مطالعات مورد بررسی در چند بافتبر
های مورد نظر ژنها در مورد پانکراس( انجام گرفته است؛ که گزارش

ابه های مورد مطالعه مشعلاوه نوع و شدت فعالیتتقریبا یکسان است. به 
فت توان گها یکسان بودند. در مورد تاثیر شدت تمرین میبوده و آزمودنی

های استقامتی بر بایوژنز میتوکندریایی در تارهای کند که تأثیر تمرین
های دتبوده که تمرین با ش شدت تمرین وابستهانقباض و تند انقباض به 

الا بر های بگیرد و تمرین با شدتپایین تارهای کند را بیشتر در بر می
های مطالعاتی که به بررسی (. یافته142،143تارهای تند بیشتر مؤثر است )

اند. پرداخته PGC-1αهای استقامتی و مقاومتی بر شاخص تأثیر تمرین
 توانند سطحزشی با شدت بالا میهای ورحاکی از این است که، تمرین

PGC-1α  (08)را در هر دو نوع عضله تند و کند انقباض افزایش دهند .
پاسخ به ورزش به عواملی مانند شدت، مدت و نوع تمرین بستگی دارد 

است  PGC1. شدت تمرین از عوامل کلیدی موثر در فعالیت مسیر (09)
ا هتواند بر تغییرات هورمون. و از جمله متغیرهای تمرینی است که می(63)

ر های بالاتر دتمرین ورزشی با شدتوجود دارد که موثر باشد. این احتمال 
تر به دلیل دگیری بیشتر انواع مختلف تارهای های پایینمقایسه با شدت

ین جریان نفری مانند افزایش سطح لاکتات و اپیعضلانی و ایجاد تغییرات
ی فسفوکراتین موجب تحریک و بیان بیشتر خون و همچنین تخلیه

mRNA PGC1  های مختلف . بنابراین، ممکن است شدت(61)شود
های متفاوتی را پاسخ PGC1تمرین استقامتی با تحریک و بیان متفاوت 

 در پی داشته باشد.

4. Kloc 
0. Guanidinopropionic acid 
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، تبری و همکاران (62)های لیک و همکاران همچنین نتایج ما با یافته
ناهمسو بود. به  (47)و چاوانلی و همکاران  (64)، لیتل و همکاران (63)

هفته تمرین  12(، به بررسی تاثیر 2319طور مثال، تبری و همکارانش )
-80بالا ) ای با شدتدقیقه 4وهله فعالیت  13تناوبی شامل 

 60-73( و تمرین تناوبی شدت متوسط ) VO2maxدرصد93
های دیابتی موش PGC1و  NRF-1 ( بر سطوح VO2maxدرصد

پرداختند. نتایج مطالعه آنها، نشان داد، که تمرین تناوبی با شدت متوسط 
های دیابتی نداشته موش NRF-1و  PGC1داری بر سطوح اثر معنی

ا باشد، و تنها تمرین تناوبی بای مطالعه ما میهاست، که ناهمسو با یافته
-شده که همسو با یافته PGC1دار سطوح شدت بالا موجب افزایش معنی

های مطالعه ما است. انها با توجه به تاثیر بیشتر تمرین تناوبی با شدت بالا 
-در مقایسه با شدت متوسط نشان دادند که شدت تمرین می PGC1بر 

های و بایوژنز میتوکندری در نمونه PGC1نظیم تواند نقش موثری در ت
تایج می توان به . از دلایل ناهمسو بودن ن(63)کنند دیابتی نوع دو ایفا می

 .شدت استفاده شده در تمرین اشاره کرد که با مطالعه ما متفاوت بوده است
به  AMPنسبت  ATPچرا که با افزایش شدت فعالیت ورزشی، مصرف 

ATP یابد و باعث واماندگی تولید انرژی شده که آغازی برای افزایش می
. این تغییرات در ترکیب (60)شود می AMPKسازی انطباق بافت و فعال

ای، مسئول روی ژنوم هسته PGC-1αو  NRF-1با عملکردهای 
-ای به فعالیتمیتوکندریایی و هسته mRNAهای هماهنگی بین پاسخ

(، عدم 2313. همچنین، لیتل و همکاران )(66) ی استقامتی هستندها
عضله اسکلتی را به دنبال  NRF-1 و PGC1تغییرات قابل توجه در 

. که به نظر (64)دو هفته تمرینات تناوبی با شدت بالا را گزارش کردند 
ای( تمرین برای دستیابی به هفته 2رسد به دلیل مدت زمان کم )می

های فیزیولوژیکی در عضله باشد. همچنین چاوانلی و همکاران سازگاری
دت تناوبی با ش های تمرینگزارش کردند که هیچ یک از پروتکل(، 2317)

ندارد   PGC1بالا و متوسط اثرات قابل توجهی بر بایوژنز میتوکندری و
ر های مطالعه حاض. اگر چه سازوکار پاسخ متفاوت این مطالعه با یافته(47)

های رسد که تفاوت در موشبه وضوح مشخص نیست، اما به نظر می
بودند.   db/dbهای دیابتی از نوع های انان موشدیابتی باشد که نمونه

روزگی به صورت ژنتیکی دچار  123تا  63ها در حدود سن این نوع موش
. دلیل احتمالی این پاسخ متفاوت باشد. در حقیقت (63)شوند دیابت می

 های دیابتی استفاده کردند. که این(، از نمونه2317چاوانلی و همکاران )
ها به سرعت چاق شده و به دلیل جهش در ژن گیرنده لپتین به نمونه

-دیگر، گزارش شده است که سازگاری . از سوی(67)شوند دیابت مبتلا می

های میتوکندری در پاسخ به تمرین ورزشی در غیاب گیرنده لپتین ممکن 
، های دیابتی دو مطالعهو تفاوت در نمونه. از این ر(68)است مهار شود 

دلیلی بر نتایج متضاد بین مطالعه حاضر با مطالعه چاوانلی و همکاران باشد. 
 

2. Lauridno 
2. Wang 

(، به بررسی تأثیر یک جلسه تمرین حاد استقامتی 2313لیک و همکارانش )
 C57BL/6های سیاه روی موش PGC-1αو  AMPKبر پاسخ 

پرداختند. نتایج مطالعه آنها نشان داد که یک جلسه تمرین حاد استقامتی 
علاوه . به (62)نداشته است  PGC-1αو  AMPKتأثیری بر سطوح 

های مورد مطالعه، عامل دیگری در تفاوت نتایج است. ما از گونۀ موش
های سیاه موشستفاده کردیم و لیک و همکاران از ا NMRIهای موش

C57BL/6 ها دیگر طول عمری تقریبا نصف موشها این گونه از موش
بیشتر است  HFDاست و مقاومت انسولینی ایجاد شده در آنان بر اثر 

-توجه شیوع بیماریزایش قابل؛ و مقاومت به انسولین خود باعث اف(23)

طور کلی، . به (69) شودمی 2راد مبتلا به دیابت نوع های قلبی عروقی در اف
را  های اصلی بایوژنز میتوکندریاییانجام فعالیت استقامتی، فراوانی ژن

، به عنوان عاملی منفی، جذب گلوکز  HFDدهد، البته مصرفافزایش می
دهد. اما فعالیت استقامتی این اثر را تحریک شده با انسولین را کاهش می

  .(23)کند خنثی می

همچنین نتایج مطالعه حاضر نشان داد که انجام تمرین استقامتی در دو 
های دیابتی اختلاف فاز صبح و شب هنگام در عوامل مورد نظر در موش

و همکارانش  1لئوریدنو هایمعناداری نداشته است. این نتیجه با گزارش
و  4وکلوس (01)و همکارانش  3، لاین(18)و همکارانش  2، وانگ(03)

ی کلوس و همکاران در مطالعه همسو است. برای مثال (03) همکارانش
روزی ماه تمرین ورزشی هوازی و ریتم شبانه 6(، که به بررسی تاثیر 2316)

بیماران مبتلا به دیابت پرداخته بودند. بیمار  19های ساعت در بر روی ژن
دیابت  روزی و پیشرفت بیمارینظمی ریتم شبانهارتباط معناداری بین بی

های ساعت بدنی تاثیری بر ژنفعالیت ،گزارش شد و عنوان کردند
(CLOCK ،PER و CRY) توان به نوع ندارد. از دلایل همسو بودن می

بوده است و شدت تمرین مورد استفاده تمرین اشاره کرد؛ که از نوع هوازی 
کرد گذاری لازم را بر عملدر دو فاز صبح و شب در مطالعه ما نتوانسته تاثیر

 در برخی مطالعاتروزی داشته باشد. گذار بر ریتم شبانههای تاثیرژن

 شده با انسولین،فعالPI3KAKT  دهیآمده است، سیگنال

Bmal1  ؛ (02)دهد را کاهش می آن را فسفریله و فعالیت رونویسی
های روزی یا مکانیسمشبانهبا تأثیر بر ریتم   Bmal1و کاهش رونویسی

شود های ساعت منجر به نقص متابولیک میغیر مرتبط با عملکرد ژن
ایوژنز روزی بر بتم شبانهگذاری ری. شاید این امر دلیلی بر عدم تاثیر(31)

 ایهبا توجه به اینکه مطالعات مورد بررسی در بافتمیتوکندری باشد. 
های مورد نظر تقریبا ها در مورد ژنگوناگون انجام گرفته است اما گزارش

های مورد مطالعه مشابه بوده و در علاوه شدت فعالیتیکسان است. به 

3. Line 
5. Kloc 
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و  1عشقی-. اما با نتایج توقیها یکسان بودندبیشتر موارد آزمودنی
 (38)و همکارانش  2و مونسیلا (28)، جانبزرگی و همکاران (39)همکارانش 

 8(، به بررسی تاثیر 2322ناهمسو بود. برای مثال، جانبزرگی و همکاران )
روزی بر شبانه هفته تمرین استقامتی در دو فاز روشنایی و تاریکی ریتم

های دیابتی پرداختند. آنها عنوان کردند شاخص استرس اکسایشی در موش
که، انجام تمرین استقامتی در فاز تاریکی سبب افزایش بیشتر متابولیسم 

ک تواند به عنوان یها در فاز تاریکی میسلول شده و انجام این نوع تمرین
دن باشد. از دلایل ناهمسو بو استراتژی درمانی در بیماران دیابتی مورد نظر

نتایج پژوهش احتمالا نوع بافت مورد بررسی باشد. آنان بافت پانکراس را 
مورد بررسی قرار داده بودند، و این بافت برای کنترل متابولیکی و تنظیم 

. در (73)روزی قرار دارد عملکرد خود، تحت تاثیر مستقیم ریتم شبانه
تی وم(، که به بررسی تأثیر تمرین مقا2321پژوهش مونسیلا و همکارانش )

( بر روی داوطلبان مبتلا به 10-18( و عصر )8-13در دو زمان صبح )
سازی پرداخته بودند. نتایج پژوهش آنان نشان داد، افراد واختلالات سوخت

سازی بیشتر وتوانند از مزایای سوختسازی، میودارای مشکل سوخت
. از دلایل ناهمسو (38)های ورزشی در هنگام بعد از ظهر بهره ببرند تمرین

بودن نتایج پژوهش احتمالا نزدیکی زمان تمرین در صبح و عصر باشد. 
ساعت  7و زمان صبح و عصر چرا که فاصله زمانی تمرین استقامتی در د

بوده و تنها در فاز روشنایی انجام گرفته ولی در مطالعه ما این فاصله زمانی 
باشد. زمان تمرین آنان در ساعت و در دو فاز تاریکی و روشنایی می 12

ر ریتم تواند بفاز روشنایی بوده است. در مورد اینکه زمان تمرین چگونه می
گفت که ریتم  توانباعث تغییر در پاسخ شود. میبیولوژیکی تاثیر گذاشته و 

ول در ط ای است که به طور منظمبیولوژیکی مربوط به تغییرات چرخه
افتد و فرایندهای بیولوژیکی را روز اتفاق میهای مشخصی از شبانهزمان

هند که صرفا تغییر زمان د. شواهد نشان می(71)دهد تحت تاثیر قرار می
. (72)شود می 2زمان فعالیت ورزشی باعث بهتر شدن دیابت نوع  تغذیه یا

های فیزیولوژیک به در مورد زمان انجام فعالیت، تاهارا و همکارانش، پاسخ
ند و اساعت تمرین بدنی وابسته دانستنه استرس و فعالیت ورزشی را به

بی های قلبیماریزمان مناسب تمرین را در پیشگیری از چاقی، دیابت و 
-. ساعت بیولوژیکی در دو دسته از سلول(73) اندعروقی موثر گزارش کرده

شوند، ساکن ( نامیده میSCNهای عصبی که هسته سوپراکیاسماتیک )
ها در قسمت پایه مغز که هیپوتالاموس قدامی نامیده هستند. این سلول

های بدن را ساعت ریتم تمام ارگان 24شود؛ قرار دارند که در طول می
روزی، اند که ریتم شبانه. مطالعات نشان داده(74, 71)کند هماهنگ می
ترل ساز را کنوهای متابولیکی و هورمونی اثرگذار بر سوختبرخی شاخص

-بعد از ظهر است، ریتم شبانه 3کند. مثلا اوج ضربان قلب در ساعت می

ای، برون ده ضربه ظهر در حجمبعد از 4زی مشابهی نیز در ساعات رو

 

1 .Toghi-Eshghi 
2. Moncilla 

-. همچنین هومون(70)قلب، جریان خون و فشار خون مشاهده شده است 

وح دهند که سطروزی هستند و مطالعات نشان میها نیز دارای ریتم شبانه
. (76)سد رر به حداکثر مینفرین نیز در اوایل بعد از ظهنفرین و نوراپیاپی

یسم پروتئین وللذا احتمال اینکه تغییر زمان انجام فعالیت ورزشی بتواند متاب
. در مورد مکانیسم اثربخشی فعالیت (77) را دستخوش تغییر کند وجود دارد 

دهنده به های پاسختوان گفت که ژنروزی میورزشی، بر ریتم شبانه
بر بیان  PGC1αو   AMPK ،HIF-1αاز جملهفعالیت ورزشی، 

را نشان  ایکار بالقوهوگذارند و سازهای ساعت مولکولی اصلی تأثیر میژن
عنوان یک نشانه زمان دهند که از طریق آن فعالیت ورزشی بهمی

بر اثر فعالیت ورزشی افزایش  AMPK کند، میزانروزی عمل میشبانه
را  CRY و PER هایت پروتئینثبا  AMPKیابد و این افزایشمی

. (26) های ساعت مولکولی هسته تأثیرگذار استدهد و بر ژنتغییر می
طور مستقیم بر ساعت مولکولی تأثیر دارد به  AMPK بنابراین فعالیت

دهد که فعالیت ورزشی به عنوان یک عامل و سازوکاری را نشان می
شود و بر خروجی ساعت مولکولی می 31α-HIF نروزی موجب بیاشبانه

. همچنین، عملکرد (26) گذارداز راه اتصال به ژن اصلی ساعت تأثیر می
های متابولیکی تحریک شده به واسطه روزی با گیرندهساعت شبانه

که . و از آنجایی(22) دارد ارتباط زیادی AMPKبدنی از جمله فعالیت
و  (23)شود روزی میهای ساعت شبانهدیابت موجب کاهش سطح ژن

. فعالیت (78) وسازی دخیل استهای سوختبیان این ژن در کنترل ژن
وساز سلولی و سطوح ورزشی بر وضعیت سوخت

/NADH+NAD،PGC1α  گذارد و های وابسته تأثیر میو آنزیم
 روزی سلولی بههای ساعت شبانه. نوسان(20) کنداین مسیرها را فعال می

ی مهم بسیاری از فرایندهای فیزیولوژیکی، در سلامتی کنندهعنوان تنظیم
-نهشدت تحت تأثیر ساعت شبا تکثیر سلولی، به شوند.و بیماری ظاهر می

توان به عدم میهای پژوهش حاضر . از محدودیت(79) روزی قرار دارد
روز )مثل بعد از ظهر( های شبانهسنجش عوامل مورد نظر در سایر ساعت

 روزی اشاره کرد.های وابسته به ریتم شبانهو همچنین ارزیابی ژن

نتایج پژوهش حاضر نشان داد، بیماری دیابت با توجه به اختلالاتی که در 
در  میتوکندریاییکند. موجب کاهش عوامل بایوژنز متابولیسم ایجاد می

شود. همچنین انجام هشت هفته تمرین استقامتی، بیان ژن بافت قلب می
دهد و موجب بهبود عوامل بایوژنز میتوکندریایی قلب را افزایش می

های شود. با وجود این، به منظور تجویز برنامهمی عملکرد بافت قلب
د نوع دیابت، ها مانناستقامتی برای افراد دیابتی باید شرایط بالینی آزمودنی

های تمرینی مانند حجم و شدت عوارض بیماری و همچنین شرایط برنامه
ها را بررسی کرد؛ تا بتوان بهترین نتایج مدت زمان، شدت و دیگر مولفه

که تاثیر انجام تمرین استقامتی در دو را برای این افراد رقم زد. از آنجایی
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های دیابتی اختلاف ظر در موشفاز روشنایی و تاریکی در عوامل مورد ن
توان به طور قطع ساعت انجام تمرین ورزشی معناداری نداشته است. نمی

را به عنوان یک رویکرد درمانی در درمان بیماران مبتلا به دیابت در نظر 
 باشد.تری میهای گستردهگرفت و نیاز به پژوهش

 تشکر و قدردانی

 زیولوژی ورزشی دانشگاه تهرانمقاله حاضر برگرفته از رساله دکتری فی
ا باشد. بدین وسیله از تمامی دوستانی که ما رمی پردیس بین المللی کیش()

 در اجرای این تحقیق یاری رساندند، نهایت تشکر و قدردانی را داریم.

 تضاد منافع

 نویسندگان این مقاله، هیچ نفع متقابلی از انتشار آن ندارند.
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