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Objective This study aimed to compare the response of liver tissue BAX and BCL-2 gene expression to 
aerobic training with L-carnitine supplementation in rats intoxicated by Boldenone.
Methods In this experimental study, 30 male Wistar rats, aged 12 weeks (weight 195±7.94 g) were ran-
domly divided into five groups: Control, no-treatment, boldenone (5 mg/kg), L-carnitine (100 mg/kg) and 
aerobic training- L-carnitine. The moderate endurance intensity training program (50%-55% of maximal 
oxygen consumption) performed for 6 weeks and 5 times a week. Injection once a week in the quadriceps 
and hamstring was conducted in-depth. After anesthesia, an autopsy was performed, and the liver Iso-
lated. The hepatic apoptosis gene expression in the samples was measured by Real-Time PCR. Data were 
analyzed by 1-way ANOVA and post hoc Scheffe at the significant level P<0.05.
Results Significant difference was observed between the mean expression of BAX and BCL-2 in the liv-
er tissue of male Wistar rats in different groups (P=0.001). The BAX gene expression of the liver tissue 
in L-carnitine -aerobic training and L-carnitine groups was significantly lower than the Boldenon group 
(P=0.001). Also, The BCL-2 gene expression in L-carnitine- aerobic exercise and L-carnitine groups was 
significantly higher than the Boldenon group (P=0.001).
Conclusion According to the findings of this study, supplementation of L-carnitine with regular aerobic 
training can have a protective effect against apoptosis induced by anabolic-androgenic steroids.
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Extended Abstract

1. Introduction

ong-term administration of high doses of 
anabolic androgenic steroids reduces the 
mechanism of liver protection. Side effects 
of anabolic steroids have been reported 
on various organs of the body, including 

hepatic apoptosis [17]. Evidence suggests that exercise 

L
activities is associated with the regulation of programmed 
cell death (apoptosis) in hepatocytes [7]. On the other hand, 
studies have shown that L-Carnitine has protective effects 
against drugs that induce damage to body tissues in addition 
to its known metabolic effects and has an effect on the regu-
lation of gene expression by apoptotic and anti-apoptotic 
factors [8]. Although the precise mechanisms of the effect 
of exercise activity and supplementation on the regulation 
of apoptotic pathway in liver tissue are unclear, however, 
exercise and supplementation may possibly improve apop-
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tosis through decreasing Bax and increasing Bcl-2; Accord-
ingly, the present study attempts to investigate the effect 
of a course of endurance training and consumption of L-
Carnitine on the expression of BLC-2 and Bax gene of liver 
tissue in boldenone-poisoned mice.

2. Materials and Methods

In this experimental study, 30 male Wistar rats (12 weeks 
old with a mean weight of 195±7.94g) were randomly 
divided into 5 groups of 6, including: control, untreated, 
boldenone, L-Carnitine, and L-Carnitine + aerobic ex-
ercise". Boldenone group received 5 mg Boldenone per 
kg body weight and L-Carnitine group received 100 mg 
L-Carnitine per kg body weight. A five-times-a-week en-
durance training program with an average intensity of 50 
to 55% of maximal oxygen consumption was performed 
over six weeks [18]. The drug was injected deeply into the 
hamstring muscles once a week. In this study, ethical prin-
ciples regarding how to work with laboratory animals such 
as water and food availability, proper keeping conditions, 
and non-coercion to do the exercises were observed. After 
anesthesia, the rats were dissected and their liver tissue re-
moved. Liver apoptosis expression was measured by Real 
Time PCR. Data were analyzed by one-way ANOVA and 
Scheffe post hoc test at the significant level P<5%.

3. Results

The data showed that the mean expression of BCL-2 
gene in liver tissue of male Wistar rats was different in each 
group (P=0.001). Results of Scheffe's post hoc test showed 
that BCL-2 and Bax gene expression in liver tissue was sig-
nificantly lower in Boldenone group than in control group 
(P=0.001). Changes of liver tissue BCL-2 gene expression 
were significantly higher in L-Carnitine and L + -carnitine 
groups than in Boldenone group (P=0.001) (Figure 1). 

Also, the results of Scheffe's post hoc test showed that the 
Bax gene expression in liver tissue was significantly in-
creased in Boldenone group compared to the control group 
(P=0.001). Liver tissue changes of Bax gene expression in 
the L-Carnitine and L-Carnitine + groups were significantly 
lower than the Boldenone group (P=0.001) (Figure 2).

4. Discussion

In the present study, L-Carnitine supplementation with 
regular aerobic exercise increased the anti-apoptotic factor 
of BCL-2 in liver tissue after using Boldenone [19]. One of 
the beneficial mechanisms of L-Carnitine on hepatotoxicity 
is the ability to stabilize the cell membrane fluidity by regu-
lating sphingomyelin levels. In addition, L-Carnitine has 
been shown to have antioxidant properties with protective 
effects against free radical damage [20]. The results of the 
present study also showed that L-Carnitine, by enhancing 
tissue anti-apoptotic factor BCL-2, has protective effects 
against apoptosis induced by boldenone administration. 
According to some recent studies, exercise results in in-
creased levels of BCL-2 [21, 22], which is consistent with 
the findings of the present study [23, 24]. 

The precise mechanisms of exercise activity in regulat-
ing the apoptotic pathway of liver tissue are not well un-
derstood, but according to previous research, exercise ac-
tivity can inhibit caspase-9 activation and also eventually 
can positively regulate apoptosis process by reducing pro-
apoptotic Bax protein and increasing anti-apoptotic Bcl-2 
protein, thereby inhibiting cytochrome c release. [13, 25]. 
However, the results of the present study are not consistent 
with some previous studies [7, 26, 27]. The inconsistency 
in these results may be due to factors such as short duration 
of exercise in each session or training period or abnormal 
levels of apoptotic regulators in the subjects. According 
to the results of the present study, supplementation of L-

Figure 1. mean changes of BCL-2 gene expression in liver 
tissue of male Wistar rats in different groups
* significant increase compared to Boldenone group
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Figure 2. changes of mean BAX gene expression in liver tis-
sue of male Wistar rats in different groups after intervention
* significant decrease compared to Boldenone group
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Carnitine with regular aerobic exercise reduced the expres-
sion of apoptosis factor Bax gene in liver tissue following 
Boldenone administration [26, 28]. This increase appears 
to be one of the mechanisms of Bax suppression [28-31].

5. Conclusion

Briefly, L-Carnitine supplementation with regular aerobic 
exercise reduced apoptotic factor and increased anti-apop-
totic factor of liver tissue following Boldenone administra-
tion; therefore, it appears that L-Carnitine supplementation 
combined with regular aerobic exercise may have a pro-
tective effect against apoptosis induced by androgenic ana-
bolic steroids.
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مقدمه هدف این پژوهش، مقایسه پاسخ بیان ژن های Bcl-2 و Bax بافت کبد به یک دوره تمرین هوازیِ همراه با مکمل ال کارنیتین در 
موش های مسموم شده با بولدنون بود.

مواد و روش ها در این تحقیق تجربی، 30 سر موش نر ویستار با سن 12 هفته و میانگین وزن 7/94 ± 195 گرم به طور تصادفی به پنج گروه 
شش تایی )کنترل، بدون درمان، بولدنون، ال کارنیتین و ال کارنیتین + تمرین هوازی( تقسیم شدند. گروه بولدنون پنج میلی گرم بولدنون را 
به ازای هر کیلوگرم وزن بدن و گروه ال کارنیتین 100 میلی گرم ال کارنیتین را به ازای هر کیلوگرم وزن بدن دریافت کردند. برنامه تمرین 
استقامتی هفته ای پنج جلسه با شدت متوسط 50 تا 55 درصد اکسیژن مصرفی بیشینه، طی شش هفته اجرا شد. دارو هفته ای یک بار 
به صورت عمیق در عضلات همسترینگ نمونه ها تزریق شد. پس از بیهوشی، موش ها کالبدشکافی شدند و بافت کبد آن ها برداشته شد و 
میزان بیان آپوپتوز کبد به روش Real Time PCR اندازه گیری شد. داده ها به روش تحلیل واریانس یک طرفه و آزمون تعقیبی شفه در 

سطح معنی داری 5 درصد >P تجزیه و تحلیل شد.

یافته ها میانگین بیان ژن Bax و Bcl-2 در بافت کبد موش های نر ویستار در گروه ها با یکدیگر متفاوت بود )P=0/001(. بیان ژن 
 .)P=0/001( بافت کبد در گروه های ال کارنیتین و تمرین + ال کارنیتین نسبت به گروه بولدنون به طور معنی داری کمتر بود Bax
بیان ژن Bcl-2 بافت کبد در گروه های ال کارنیتین و تمرین + ال  کارنیتین نسبت به گروه بولدنون به طور معنی داری بیشتر بود 

.)P=0/001(

نتیجه گیری به نظر می رسد مکمّل ال کارنیتین همراه با تمرینات هوازی منظم، می تواند اثر محافظتی در مقابل آپوپتوز ناشی از 
استروئیدهای آنابولیک آندروژنی داشته باشد.

کلیدواژه ها: 
تمرین هوازی، بولدنون، 

ال کارنیتین، آپوپتوز، 
موش های ویستار

اطلاعات مقاله:
تاریخ دریافت: 11 فروردین 1398

تاریخ پذیرش: 18 خرداد 1398
تاریخ انتشار: 11 اسفند 1398

مقدمه

از  تولیدشده  مشتقات  آنابولیک1  آندروژنی  استروئیدهای 
هورمون تستوسترون مردانه هستند که برای افزایش وزن و توده 
بدن و افزایش عملکرد استفاده می شوند ]1[. بولدنون2، استروئید 
مشتق شده از تستوسترون است که آثار آنابولیکی قوی دارد و 
استروئیدهای  از  سوءاستفاده   .]2[ می شود  رشد  بهبود  باعث 
آندروژنی می تواند به آسیب بافت های حیاتی بدن بینجامد ]3[. 
با این حال اطلاعات اندکی در مورد آثار سوء آن ها بر بافت های 
مختلف ازجمله کبد وجود دارد. مطالعات نشان داد استروئیدهای 

1. Anabolic Androgenic Steroids
2. Boldenone

عوارض  مصرفی  دُز  و  تجویز  مدت  به  بسته  آنابولیک  آندروژنی 
جانبی بسیاری دارند؛ به طوری که استفاده از دُزهای فیزیولوژیکی 
بالای آن ها باعث سمّیت و اختلال عملکرد کبد می شود ]4[. کبد 
بزرگ ترین غده بدن است و در بسیاری از اعمال متابولیکی ازجمله 
پروتئین سازی و سم زدایی شرکت دارد ]5[. توسون و همکاران 
نشان دادند مصرف بولدنون سبب تخریب کبد خرگوش ها شد ]6[.

نیم رخ  مولکولی  مکانیسم های  شناسایی  اخیر،  مطالعات  در 
حفاظت از آسیب کبدی در پی فعالیت ورزشی مورد توجه قرار 
گرفته است. شواهد نشان می دهد فعالیت ورزشی با تنظیم مرگ 
برنامه ریزی شده )آپوپتوز( سلول های کبدی مرتبط است  سلولی 
]7[. آپوپتوز نوعی مرگ سلولی است که سلول های غیرعملکردی، 
با  از بین می برد؛  یا آسیب دیده و سلول های مضر را  غیرطبیعی 

1. گروه تربیت بدنی و علوم ورزشی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد یادگار امام خمینی )ره( شهر ری، تهران، ایران.
2. گروه تربیت بدنی و علوم ورزشی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد آیت الله آملی، آمل، ایران.

پاسخ بیان ژن Bcl-2 و Bax بافت کبد به یک دوره تمرین هوازی به همراه مکمل ال کارنیتین در 
موش های مسموم شده با بولدنون
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این حال، هنگامی که بیش از حد زیاد باشد )مثلًا در بیماری های 
پاتولوژیک و در زمان استفاده از تستوسترون و مشتقات آن( می تواند 

تغییرات غیرطبیعی در ساختار و عملکرد کبد ایجاد کند ]8[. 

پروتئین های خانواده Bcl-2 ازجمله پروتئین های کلیدی هستند 
 Bcl-2 که نقش حیاتی در تنظیم آپوپتوز ایفا می کنند. خانواده
به پروتئین های ضد آپوپتوز )Bcl-2( و پروتئین های پروآپوپتیک 
خانواده Bax طبقه بندی می شود. این پروتئین ها در تنظیم مسیر 
یک   Bcl-2 می کنند.  ایفا  حیاتی  نقش  میتوکندری  آپوپتوزی 
پروتئین ضدآپوپتوزی است که در مسیر داخلی آپوپتوز نقش 
دارد و مانع فعالیت کاسپازها می شود. Bax نیز پروتئینی است 
که با خنثی کردن عمل Bcl-2، آپوپتوز را فعال می کند و تغییرات 
بافت شناختی معینی ازجمله کاهش یا عدم چسبندگی سلول 
ژنومی،   DNA به سلول های دیگر، قطعه قطعه شدن آپوپتوزی 
آزادسازی ریبوزوم ها و تجزیه سلول به اجسام آپوپتوزی و سلول 
در حال مرگ را ایجاد می کند. افزایش مقادیر Bax باعث افزایش 
میزان آپوپتوز و کاهش آن  باعث بقای سلول و ترمیم آن  می شود 
]9[. همچنین افزایش مقادیر Bcl-2 در جهت بقا و ترمیم سلول 
 Bax / Bcl-2 است و آپوپتوز را مهار می کند؛ بنابراین تعادل بین

یک عامل مهم در تعیین میزان آپوپتوز به شمار می رود.

آثار استروئیدهای آندروژنی آنابولیک به دنبال تمرین تعدیل 
می شوند. فعالیت ورزشی با کاهش عوامل خطرزا آثار سودمندی 
روی اندام های مختلف بدن به ویژه کبد دارد ]10[. نتایج مطالعات 
در مورد تأثیر تمرین بر آپوپتوز، متناقض است؛ به طوری که پس 
از تمرین، افزایش ]11[ و کاهش ]13 ،12[ و عدم تغییر معنی دار 

]7[ آپوپتوز گزارش شده است.

از طرفی، ال کارنیتین3 به عنوان شکل فعال زیستی کارنیتین، 
به طور  که  است  غیرضروری  شاخه دار  اندوژن  اسیدآمینه  یک 
طبیعی در عضله اسکلتی و بافت های قلب، کبد، کلیه و پلاسما 
انرژی  تولید  در  مهمی  نقش  ال کارنیتین   .]14[ دارد  وجود 
به داخل میتوکندری  را  آزاد  اسیدهای چرب  به طوری که  دارد 
منتقل می کند و درنتیجه سوبسترای ترجیحی برای اکسایش 
سوخت وساز را افزایش می دهد ]15[. از این جهت، ورزشکاران 
از  میتوکندری  درون  به  آزاد  چرب  اسید  انتقال  افزایش  برای 
ال کارنیتین به عنوان یک ماده نیروزا در فعالیت های استقامتی 
بهره می گیرند ]16[. تحقیقات نشان داده  ال کارنیتین علاوه بر آثار 
متابولیک شناخته شده، دارای خواص محافظتی در برابر داروهای 
القاکننده آسیب به بافت های بدن است و بر فعالیت و تنظیم بیان 

ژن عوامل آپوپتوزی و ضدآپوپتوز نیز اثر دارد ]8[.

تجویز طولانی مدت دُز بالای استروئیدهای آندروژنی آنابولیک 
باعث کاهش مکانیسم محافظت از کبد می شود. عوارض جانبی 
مختلف  اندام های  دستگاه های  روی  بر  آنابولیک  استروئیدهای 

3. 3-hydroxy-4-N-trimethylaminobutyrate

زندگی  است  ممکن  که  شده  گزارش  کبدی  آپوپتوز  ازجمله 
هپاتوسیت های کبدی را به خطر اندازد ]17[. بنابراین با توجه 
به آثار منفی و کنترل نشده استروئیدهای آندروژنی آنابولیک برای 
از طریق مکمّل های  بدن و به ویژه تأثیر آن ها بر کبد می توان 
مؤثر از قبیل ال کارنیتین به تنظیم سطوح عوامل آپوپتوزی و 
ضدآپوپتوزی کمک کرد. نتایج تحقیقات در مورد اثر تمرین بر 
بر  از طرفی،  است.  بدن ضدونقیض  مختلف  بافت های  آپوپتوز 
بولدنون  آثار مضر  نویسندگان، در مورد  اساس جست وجوهای 
بر کبد و مکانیسم های دفاعی در برابر آپوپتوز کبدی ناشی از 
بولدنون مطالعات اندکی وجود دارد. همچنین تأثیر استفاده از 
آنابولیک  استروئیدهای  از  ناشی  آپوپتوز کبدی  بر  ال کارنیتین 

آندروژنی به دنبال فعالیت ورزشی مشخص نیست. 

اگرچه سازوکارهای دقیق تأثیر فعالیت ورزشی و مکمّل یاری 
بر تنظیم مسیر آپوپتوزی بافت کبد به درستی مشخص نیست، با 
این حال فعالیت ورزشی و مکمل یاری احتمالًا از طریق کاهش 
 Bcl-2 و افزایش پروتئین ضد آپوپتیک Bax پروتئین پروآپوپتیک
می تواند آپوپتوز بافت های بدن را بهبود دهد؛ بنابراین، سنجش 
تعامل بین عوامل دخیل در فرایند آپوپتوز و مهار آن در شرایط 
متفاوت می تواند به یافتن روشی مؤثر در بهبود آپوپتوز بافت کبد 
کمک کند. بر این اساس، تحقیق حاضر سعی دارد تأثیر یک دوره 
 Bax و BCL-2 تمرین استقامتی و مصرف ال کارنیتین بر بیان ژن

بافت کبد در موش های مسموم شده با بولدنون را بررسی کند.

مواد و روش ها

این تحقیق تجربی در پژوهشکده علمی کاربردی دامغان انجام 
شد و جامعه آماری آن 30 سر موش صحرایی نر نژاد ویستار با 
سن 8 تا 12 هفته و وزن اولیه 7/94 ± 195 گرم بود. نمونه ها با 
توجه به شرایط وزنی و سنی به روش هدف دار انتخاب و به صورت 
تصادفی به پنج گروه تقسیم  شدند. ابتدا نمونه های تمام گروه ها 
به مدت هفت هفته مصرف استروئید با دُز بالا )پنج میلی گرم به 
ازای هر کیلوگرم وزن بدن( را شروع کردند. سپس آزمودنی های 
گروه کنترل بعد از مصرف استروئید کشته شدند. آزمودنی های 
گروه بدون درمان بعد از مصرف اولیه، هیچ ماده ای را مصرف 
نکردند و فعالیتی را نیز انجام ندادند. آزمودنی های گروه بولدنون 
مصرف استروئید را ادامه دادند. آزمودنی های گروه ال کارنیتین 
100 میلی گرم کارنیتین را به ازای هر کیلوگرم وزن بدن مصرف 
کردند. گروه کارنیتین + تمرین هوازی، کارنیتین را مصرف کردند 

و تمرین استقامتی را نیز انجام دادند. 

آزمودنی ها در قفسه های PVC مخصوص جوندگان که درپوش 
توری فلزی داشت و کف آن ها با تراشه های تمیز چوب پوشانده 
شده  بود قرار گرفتند. دمای اتاق 1/4 ± 22 درجه سانتی گراد و 
رطوبت آن معادل 65 تا 75 درصد بود. نمونه ها طبق چرخه 12 
ساعت خواب وبیداری نگهداری و با غذای فشرده و آماده مخصوص 
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موش )ساخت کارخانه خوراک گرگان( و آب تصفیه شده شهری 
در ظرف PVCآبخوری تغذیه شدند. 

داروی بولدنون )با نام تجاری مدتیچ آلمان( با سرنگ انسولین 
مدرّج و در زمان معین به نمونه ها تزریق شد؛ بدین صورت که 
0/5 میلی گرم بولدنون به ازای هر 100 گرم وزن بدن هفته ای 
یک بار در یک روز مشخص رأس ساعت 11 صبح به عضله خلف 
ران موش به صورت عمیق تزریق شد. گروه کنترل نیز محلول 
فیزیولوژیک نرمال سالین یا محلول سدیم کلراید 9 درصد دریافت 
کردند. گروه های مکمل ال کارنیتین و تمرین + ال کارنیتین نیز 
100 میلی گرم ال کارنیتین را به ازای هر کیلوگرم وزن بدن به 

صورت گاواژ دریافت کردند.

پروتکل تمرین هوازی

 55 تا   50( متوسط  تمرینی  شدت  از  حاضر  پژوهش  در 
درصد اکسیژن مصرفی بیشینه( و در عین حال کارآمد از لحاظ 
فیزیولوژیک استفاده شد. بعد از پنج دقیقه گرم کردن با سرعت 
0/03 متر در ثانیه ) 1/8 متر در دقیقه( سرعت نوارگردان هر سه 
دقیقه یک بار به میزان 1/8 متر در دقیقه افزایش یافت. حداکثر 
سرعت بیشینه زمانی بود که موش ها حداقل 90 ثانیه نتوانند با 
یک سرعت ثابت بدوند؛ شیب تردمیل صفر درجه بود. رسیدن به 
سرعت بیشینه با غلظت لاکتات بالاتر از شش میلی مول در لیتر 
و نسبت تنفسی VCO2 / VO2، معادل 1/5 بود و ارتباط بالایی 
بین سرعت نوارگردان و VO2max موش ها وجود داشت. از این 
 VO2max رو می توان با توجه به سرعت بیشینه دویدن، میزان
موش ها را به دست آورد. برنامه تمرین، پنج جلسه در هفته با 
شدت متوسط 50 تا 55 درصد اکسیژن مصرفی بیشینه طی 
شش هفته اجرا شد. سرعت و مدت تمرین نوارگردان به تدریج 
افزایش یافت و از 10 متر در دقیقه برای 10 دقیقه در هفته اول، 
به 10 متر در دقیقه برای 20 دقیقه در هفته دوم، به 14 تا 15 
متر در دقیقه برای 20 دقیقه در هفته سوم، به 14 تا 15 متر در 
دقیقه برای 30 دقیقه در هفته چهارم و به 17 تا 18 متر در دقیقه 

برای 30 دقیقه در هفته پنجم افزایش یافت ]18[. 

جهت رسیدن سازگاری به حالت یکنواخت، تمام متغیرهای 
تمرین در هفته پایانی ثابت نگه داشته شد. به منظور تحریک 
موش ها برای دویدن، از محرک صوتی ضربه به دیواره نوارگردان 
محرک  از  اول  جلسات  در  که  صورت  بدین  شد؛  استفاده 
الکتریکی با ولتاژ کم همراه با محرک صوتی استفاده شد و پس 
از شرطی کردن موش ها به اینکه دو محرک همراه با هم وجود 
داشته باشند، در سایر جلسات به منظور رعایت نکات اخلاقی کار 

با حیوان آزمایشگاهی، فقط از محرک صوتی استفاده شد ]18[.

مراحل نمونه گیری بافت و اندازه گیری تغییرات بیان ژن آنزیم ها 
در بافت کبد

در پایان مطالعه، حیوانات به مدت 12 ساعت ناشتا نگه  داشته 
شدند. سپس وزن شدند و برای نمونه گیری با محفظه شیشه ای 
دردار )دسیکاتور( حاوی پنبه آغشته به کلروفرم، محصول شرکت 
مرک آلمان، بیهوش شدند. پس از گذشت 40 تا 50 ثانیه حیوان 
در بیهوشی مناسب قرار گرفت و بعد از ثابت کردن او روی تخته 
جراحی جوندگان، کالبدشکافی شد و بلافاصله بعد از آن بافت 
کبدش برداشته شد. پس از مداخله متغیر های مستقل، از بافت 
کبد کلیه آزمودنی ها )پنج گروه( نمونه گیری شد. سپس نمونه ها 

با هم مقایسه شدند.

در این تحقیق، اصول اخلاقی در مورد نحوه کار با حیوانات 
آزمایشگاهی ازجمله در دسترس بودن آب و غذا، شرایط نگهداری 
مناسب و عدم اجبار در تمرینات رعایت شد. همه آزمایش ها بر 
اساس خط مشی های قرارداد هلسینکی اجرا شد. بیان ژن عوامل 
مدنظر از بافت کبد با تکنیک Real time – PCR اندازه گیری و 
پس از کمی سازی مقادیر بیان ژن با فرمول tc∆∆-2 تجزیه و تحلیل 
  (Applied Biosystems) PCR با استفاده از PCR شد. واکنش
Applied Biosys-( در دستگاه  SYBR Green و master mix 

 tems, Sequence Detection Systems. Foster City, CA(
ABI Step One طبق پروتکل شرکت سازنده انجام گرفت. توالی 

پرایمرهای مورداستفاده در جدول شماره 1 ذکر شده است. 

تجزیه وتحلیل آماری

برای اطمینان از طبیعی بودن توزیع متغیرها، از آزمون شاپیرو 
داده ها  توزیع  طبیعی بودن  اینکه  از  بعد  شد.  استفاده  ویلک 
مشخص شد، جهت مقایسه میانگین تغییرات سطح بیان ژن 
گروه ها، از آزمون تحلیل واریانس یک طرفه و برای بررسی تفاوت 
بین گروه ها از آزمون تعقیبی شفه استفاده شد. تمام عملیات 
آماری پژوهش با نرم افزار SPSS نسخه 23 در سطح معنی داری 

5 درصد >P انجام شد.

یافته ها

در  متغیرها  معیار  انحراف  و  میانگین   2 شماره  جدول  در 
گروه های مختلف نشان داده شده است. تجزیه و تحلیل داده ها 
نشان داد میانگین بیان ژن Bcl-2 بافت کبد موش های نر ویستار 
در گروه های مختلف، با یکدیگر متفاوت بود )P=0/001(. نتایج 
آزمون تعقیبی شفه نشان داد تغییرات بیان ژن Bcl-2 بافت کبد 
در گروه بولدنون نسبت به گروه کنترل به طور معنی داری کمتر 
بود )P=0/001(. تغییرات بیان ژن Bcl-2 بافت کبد در گروه های 
به  به گروه کنترل  ال کارنیتین نسبت  تمرین +  و  ال کارنیتین 
Bcl- تغییرات بیان ژن .)P=0/001( طور معنی داری بیشتر بود

بافت کبد در گروه های ال کارنیتین و تمرین + ال کارنیتین   2
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 .)P=0/001( نسبت به گروه بولدنون به طور معنی داری بیشتر بود
همچنین تغییرات بیان ژن Bcl-2 بافت کبد در گروه تمرین + 
ال کارنیتین نسبت به گروه ال کارنیتین به طور معنی داری بیشتر 

بود )P=0/001( )تصویر شماره 1(.

تجزیه و تحلیل داده ها نشان داد میانگین بیان ژن Bax بافت 
بود  متفاوت  مختلف  گروه های  در  ویستار  نر  موش های  کبد 
)P=0/001(. نتایج آزمون تعقیبی شفه نشان داد تغییرات بیان 
ژن Bax بافت کبد در گروه بولدنون نسبت به گروه کنترل افزایش 
معنی دار یافت )P=0/001(. تغییرات بیان ژن Bax بافت کبد در 
گروه تمرین + ال کارنیتین و ال کارنیتین نسبت به گروه کنترل 
ژن  بیان  تغییرات   .)P=0/001( بود  کمتر  معنی داری  طور  به 
Bax بافت کبد در گروه های ال کارنیتین و تمرین + ال کارنیتین 
 .)P=0/001( نسبت به گروه بولدنون به طور معنی داری کمتر بود
درنهایت، تغییرات بیان ژن Bax بافت کبد در گروه تمرین + 
ال کارنیتین نسبت به گروه ال کارنیتین به طور معنی داری کمتر 

بود )P=0/001( )تصویر شماره 2(.

بحث

در تحقیق حاضر مکمل ال کارنیتین همراه با تمرینات هوازی 
کبد  بافت   Bcl-2 ضد آپوپتوزی  عامل  افزایش  موجب  منظم 
به دنبال مصرف بولدنون  شد. این یافته نشان داد سوءمصرف 
بولدنون ممکن است به آسیب کبدی منجر شود. مکانیسم های 
بر  اندروژنیک  آنابولیک  استروئیدهای  نامطلوب  آثار  مولکولیِ 
آپوپتوز کبدی به خوبی بررسی نشده است. گزارش شده است 
ال کارنیتین تجمع چربی در کبد را کاهش می دهد. عملکرد اصلی 
ال کارنیتین تسهیل اکسیداسیون چربی با حمل اسیدهای چرب 
زنجیره طولانی به میتوکندری هاست؛ یعنی جایی که در آن ها بتا 
اکسیداسیون انجام می شود. از این رو، بیشتر لیپیدهای رژیمی 
بدن می توانند با استفاده از کارنیتین به عنوان یک منبع انرژی 

استفاده شوند ]19[. 

یکی از مکانیسم های سودمند ال کارنیتین بر سمّیت کبدی 
مقادیر  تنظیم  با  سلولی  غشای  بودن  سیال  تثبیت  توانایی 

جدول 1. توالی پرایمرهای مورداستفاده

طول 
amplicon

نام ژنپرایمرهاتوالی

92 bp5′-AGGGTGGCTGGGAAGGC-3′
5′-TGAGCGAGGCGGTGAGG-3′

Forward
Reversebax

95 bp5′-ATCGCTCTGTGGATGACTGAGTAC-3′
5′-AGAGACAGCCAGGAGAAATCAAAC-3′

Forward
ReverseBcl-2

94 bp5′-AAGTTCAACGGCACAGTCAAGG-3′
5′-CATACTCAGCACCAGCATCACC-3′

Forward
ReverseGAPDH
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تصویر 1. تغییرات میانگین بیان ژن Bcl-2 بافت کبد موش های نر ویستار در 
گروه های مختلف

 * افزایش معنی دار نسبت به گروه بولدنون
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تصویر 2. تغییرات میانگین بیان ژن Bax بافت کبد موش های نر ویستار در 
گروه های مختلف پس از دوره مداخله

 * کاهش معنی دار نسبت به گروه بولدنون
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اسپینوگومیلین است. ال کارنیتین دارای آثار محافظتی در برابر 
این،  بر  به میتوکندری هاست. علاوه  القاکننده آسیب  داروهای 
نشان داده شده که ال کارنیتین دارای خواص آنتی اکسیدانی با 
آثار محافظتی در برابر آسیب رادیکال های آزاد است ]20[. نتایج 
آثار محافظتی  دارای  ال کارنیتین  داد  نشان  نیز  تحقیق حاضر 
در برابر آپوپتوز ناشی از مصرف بولدنون از طریق افزایش عامل 

ضدآپوپتوزی Bcl-2 بافت است.

افزایش  به  منجر  تمرین  اخیر،  مطالعات  برخی  اساس  بر 
سطوح Bcl-2 می شود ]22 ،21[ که با یافته های تحقیق حاضر 
نوع  مهم ترین   Bcl-2 خانواده  پروتئین های  است.  همخوان 
پروتئین ها در تنظیم آپوپتوزیس هستند که در تحقیق حاضر 
در بافت کبد بررسی شدند. حساسیت سلول به آپوپتوز به تعادل 
و نسبت عوامل پیش آپوپتوزی )Bid و Bax( و ضدآپوپتوزی 
)Bcl-XL و Bcl-2( بستگی دارد و درحقیقت نسبت متوسط 
این پروتئین ها سرنوشت سلول را تعیین می کند ]23[. تمرین 
ورزشی سبب القای آپوپتوز می شود که یک روند طبیعی برای 
ازبین بردن سلول های آسیب دیده است که در آن ها واکنش های 
حصول  باعث  روند  این  نمی دهد.  رخ  چشمگیری  التهابی 

اطمینان از عملکرد طبیعی بدن می شود ]24[. 

سازوکارهای دقیق فعالیت ورزشی بر تنظیم مسیر آپوپتوزی 
بافت کبد به درستی مشخص نیست، ولی طبق تحقیقات قبلی 
فعالیت ورزشی می تواند از طریق کاهش پروتئین پروآپوپتیک 
مهار  درنتیجه  و   Bcl-2 ضد آپوپتیک  پروتئین  افزایش  و   Bax
آزادسازی سیتوکروم c مانع فعال شدن کاسپاز 9 و درنهایت تنظیم 
مثبت روند آپوپتوز شود ]13[. همچنین مکانیسم های حفاظت در 
برابر آپوپتوز به علت پیشگیری ممکن است به وسیله NF-kB متأثر 
شوند که این امر مانع از حساسیت به آپوپتوز می شود و می تواند 
تنظیم افزایشی سلول های ضدآپوپتوتیک Bcl-2 را تقویت کند 

بیان بالای عامل ضدآپوپتوزی Bcl-2 در کاهش آسیب   .]25[
بافت کبد و بهبود عملکرد کبد مؤثر است. با وجود این، نتایج 
تحقیق حاضر با برخی مطالعات قبلی همخوان نیست ]27 ،26[. 

سئو و همکاران تأثیر فعالیت اختیاری )چرخ دوّار( بر عوامل 
درگیر در آپوپتوز و کاهش استرس را بررسی کردند. در تحقیق 
شوک  پروتئین  کبدی  بیان  سطح  در  معنی داری  تفاوت  آنان 
این  در  تناقض   .]7[ نشد  و P53 مشاهده   Bcl-2 ،70 گرمایی
نتایج ممکن است به عواملی مانند کم بودن مدت تمرین در هر 
جلسه و یا دوره تمرینی و یا سطوح غیر نرمال عوامل تنظیم کننده 
آپوپتوز در آزمودنی ها مربوط باشد. علاوه بر این، نوع آزمودنی و 
نوع پروتکل تمرین نیز می تواند تناقض موجود در تحقیقات را 
توجیه کند. در بیشتر تحقیقات یادشده از پروتکل مقاومتی در 

طرح تحقیق استفاده شده بود.

با  همراه  ال کارنیتین  مکمل  حاضر،  تحقیق  نتایج  اساس  بر 
تمرینات هوازی منظم موجب کاهش بیان ژن عامل آپوپتوزی 
 Bax بافت کبد به دنبال مصرف بولدنون می شود. کاهش Bax
بافت کبد متعاقب تمرینات هوازی منظم، احتمالًا به دلیل کاهش 
میزان آسیب سلول های کبدی به دنبال مصرف استروئید است. 
همچنین تمرینات ورزشی هوازی منظم ظرفیت ضد اکسایشی 
بدن را تقویت می کند که بدین طریق ممکن است آسیب سلولی 
در سطح سلول های کبدی را کاهش دهد. برخی مطالعات اخیر 
نشان دادند تمرین منجر به کاهش معنادار سطوح Bax می شود. 

این نتیجه با یافته های لی و همکاران همخوان است ]28[. 

اگرچه مکانیسم فرایند تغییرات Bax به طور واضح مشخص 
نیست، اما با توجه به اینکه Bcl-2 مانع افزایش Bax می شود 
]26[، در این مطالعه نیز Bcl-2 در گروه های تجربی افزایش یافت؛ 
بنابراین به نظر می رسد این افزایش یکی از مکانسیم های سرکوب 
میتوکندری،  دیواره  تحکیم  با   Bcl-2 افزایش باشد.  بوده   Bax

جدول 2. میانگین و انحراف معیار متغیرها در گروه های مختلف

گروه
متغیر

میانگین ± انحراف معیار
معناداری

 ال کارنیتینمکمل بولدنونبدون درمانکنترل تمرین ـ
ال کارنیتین

وزن موش ها )گرم(
589 /25/80 ± 26/8228/3 ± 32/0232/1 ± 4/0228/6 ± 19/5244/0 ± 244/0هفته اول

000 /28/90 ± 37/0325/3 ± 26/2341/6 ± 25/3308/2 ± 31/5293/8 ± 317/2هفته ششم

000 /0/710 ± 1/210/1 ± 1/011/5 ± 1/29/3 ± 0/88/4 ± 11/0وزن بافت کبد )کیلوگرم(

Bcl-2 )∆∆CT( 10/07±0/002/0±0/070/9±1/90-0/00±0/000/6±0/7بیان ژن

Bax )∆∆CT( 0/08±2/2 -0/00±0/140/1±0/004/90±0/00/7±00/6بیان ژن
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سرکوب Bax، جلوگیری از رهاسازی سیتوکروم c، تنظیم کلسیم 
اکسیژن  گونه های  اثر  کاهش  و  سارکوپلاسمیک  از  رهاشده 
فعال4 ناشی از فعالیت ورزشی، ایمنی سلول را بالا می برد و از 
آپوپتوز ناشی از استرس جلوگیری می کند. با توجه به اینکه در 
احتمال  شد،  استفاده  پروتکل شش هفته ای  از  حاضر  پژوهش 
دارد سازگاری های ناشی از تمرین سبب فعال سازی مسیرهای 

ضد آپوپتوزی شده باشد.

 نتایج تحقیق حاضر نشان داد بین نسبت Bax / Bcl2 در دوره 
پس از تمرینات استقامتی تفاوت معنادار وجود دارد. این نتیجه 
با یافته های لی و همکاران همخوانی دارد. نشان داده شده است 
نسبت Bax / Bcl-2 به طور معنی داری پس از تمرینات ورزشی 
 Bax / به شکل مثبتی تنظیم می شود ]28[. درواقع، تعادل بین
Bcl-2 به عنوان یک عامل مهم در تعیین افزایش آپوپتوز به شمار 
می رود. نسبت Bax / Bcl2 نزدیک ترین ارتباط مربوط به تعیین 

ادامه حیات یا مرگ آپوپتوزی سلول ها را دارد ]29[.

 در این مطالعه نسبت Bax / Bcl2 آزمودنی ها در دوره پس از 
مداخله تفاوت معناداری یافت. این نتیجه به این موضوع اشاره 
 Bax دارد که ورزش احتمالًا با تعدیل عوامل القای آپوپتوز داخلی
P53، و جلوگیری از رهاسازی سیتوکروم c و همچنین سرکوب 
عوامل خارجی مثل TNF-α و ROS، نسبت Bax /Bcl2 را به نفع 
حیات سلول ها بالا برده است ]30[ و می تواند اثر محافظتی در 
ایجاد آپوپتوز داشته باشد. با وجود این، نتایج تحقیق حاضر با 

یافته های کولوکمب و همکاران همخوان نیست ]31[. 

در  اندکی  بسیار  مطالعات  می شود  ملاحظه  که  همان طور 
خصوص اثر فعالیت ورزشی روی Bax انجام شده که با توجه 
به تفاوت اندازه گیری ها از بافت های مختلف و تفاوت در نوع و 
شدت فعالیت و آزمودنی ها و زمان اندازه گیری نتایج ناهمسویی 
در مورد آن گزارش شده است. تمرین هوازی منظم با شدت 
متوسط از نقاط قوت تحقیق حاضر بود؛ چراکه این نوع تمرین 
می تواند پاسخ ها و سازگاری های متفاوتی نسبت به برنامه های 
تمرینی دیگر به همراه داشته باشد. محدودیت هایی نیز در تحقیق 
حاضر وجود داشت که از جمله آن ها می توان به مطالعه بر روی 
تحقیق  محدودیت های  دیگر  از  کرد.  اشاره  حیوانی  نمونه های 
حاضر می توان به عدم اندازه گیری دیگر عوامل مرتبط با آپوپتوز 
اشاره کرد. اندازه گیری عوامل استرس اکسایشی نیز می تواند در 
تبیین و تفسیر بهتر نتایج به ویژه در بافت کبد کمک کند که 

پیشنهاد می شود در مطالعات آینده بررسی شود.

4. Reactive Oxygen Species (ROS)

نتیجه گیری

به طور خلاصه، مکمل ال کارنیتین همراه با تمرینات هوازی 
منظم موجب کاهش عامل آپوپتوز و افزایش عامل ضد آپوپتوزی 
نظر  به  بنابراین،  بولدنون می شود؛  به دنبال مصرف  بافت کبد 
می رسد مکمل ال کارنیتین همراه با تمرینات هوازی منظم احتمالًا 
می تواند اثر محافظتی در مقابل آپوپتوز ناشی از استروئیدهای 

آنابولیک آندروژنی داشته باشد.
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