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Objective Cell aging is one of the most important and fundamental step in cellular behavior and reduces 
muscle mass and myofibrils. This study aims to investigate the effect of resistance exercise along with 
vitamin C consumption on the expression of Telomerase Reverse Transcriptase (TERT) and Telomere Re-
peat Binding Factor-2 (TRF2) genes and the diameter and number of skeletal muscle myofibrils in old 
male Wistar rats.
Methods This is an experimental study using control groups. Twenty-five male Wistar rats (280-320 g 
and aged 24 weeks) were randomly divided into five groups of young control, old+resistance exercise, 
old+vitamin intake, old+resistance exercise+vitamin intake, and old control. In the supplementation 
groups, rats received liposomal vitamin C daily by gavage per body weight. Weight attached to the tail 
gradually increased during 8 weeks of exercise (weeks 1 and 2 by 50%; weeks 3 and 4 by 50%; weeks 5 
and 6 by 75%; weeks 7 and 8 by 100% of total body weight). Exercises were performed at 3-5 sets of 8-12 
repetitions, 3 or 4 days a week. The Quantitative polymerase chain reaction method was used to evalu-
ate the expression of TERT and TRF2 genes in muscle tissue. One-way ANOVA was used to examine the 
difference between the groups and Tukey’s post hoc test was used to determine between which groups 
the difference was significant.
Results Aging significantly reduced the expression of TERT, TRF2 genes and the diameter and number 
of myofibrils in skeletal muscle of rats (P=0.001). Resistance exercise along with vitamin C intake had no 
significant effect on TERT and TRF2 expression (P≥0.05), but caused a significant increase in the diameter 
and number of myofibrils (P= 0.001).
Conclusion Eight weeks of resistance exercise along with vitamin C supplementation can significantly 
increase the number and diameter of skeletal muscle myofibrils in old rats.
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T
Extended Abstract

1. Introduction

he aging cell has certain characteris-
tics, the most important of which are 
increased cell size, distinct morphol-
ogy, extensive changes in gene expres-
sion, and shortened telomere length 

[1]. Telomerase Reverse Transcriptase (TERT) is a cata-
lytic subunit of enzyme telomerase. TERT is a protein with 
catalytic and transcriptase activity [2]. Other important 
proteins that play an important role in telomeric structure 
are telomere repeat binding factors (TRFs) with isoforms 
1 and 2 and bind directly to TTAGGG repeats [3]. Oxida-
tive pressure appears to affect the length of telomerase and 
myofibrils. 

Vitamin C is mixed with antioxidant activity. However, 
there are no clear results about the effect of vitamin C con-
sumption on telomerase length as well as TERT and TRF2. 
Some studies have shown that long-term physical activity 
plays an important role in controlling aging by affecting 
chromosomes [4]. There are no clear results about the ef-
fect of resistance exercise as well as the effect of vitamin 
C intake and their combined effect on telomerase length 
and especially on TRF2 and TERT gene expression. In this 
regard, this study aims to evaluate the effect of resistance 
exercise along with liposomal vitamin C intake on the ex-
pression of TERT and TRF2 genes and on the diameter 
and number of myofibrils in old male Wistar rats.

2. Materials and Methods

This is an experimental study on 25 male Wistar rats 
aged 24 weeks and weighted 280-320 g. They were ran-
domly divided into five groups of young control (n=5), 
old+resistance exercise (n=5), old+vitamin intake (n=5), 
old+resistance exercise+vitamin intake (n=5), and old 
control (n=5). In the exercise groups, 20 minutes of resis-
tance exercise with ladders and weights were performed 
for 8 weeks, 3 days per week. At the end of the exercise 
period, rats in each group were examined for further stud-
ies. In the supplementation groups, liposomal vitamin C 
was administered daily by gavage per kg body weight. 
Shapiro-Wilk test was used to investigate the normality 
of data distribution. One-way ANOVA test was used to 
examine the differences between groups and Tukey’s post 
hoc test was used to determine where these differences 
were found. All analyses were performed in SPSS V. 22 
software considering a significance level of 0.05.

3. Results

The results of ANOVA showed a significant differ-
ence between the groups in terms of TERT expression 
(P=0.001). The results of Tukey’s post hoc test showed 
that the significant differences were between the old 
control and young control groups (P=0.001). For TRF2 
expression, ANOVA test results also showed a signifi-
cant difference between the groups (P=0.001). Tukey’s 
post hoc test showed that the significant differences 
were between the old control and young control groups 

Figure 2. Comparing the TRF2 expression levels between dif-
ferent groups 

**Significant compared to the old control group(P<0.05);

##Significant compared to the young control group (P<0.05).
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Figure 1. Comparing the TERT expression levels between dif-
ferent groups

**Significant compared to the old control group (P<0.05).

Elder
+Sport

+Vitamin

Elder
+Sport

Elder Elder
+Vitamin

Young

http://cmja.arakmu.ac.ir/index.php?slc_lang=en&sid=1


398

January 2021. Vol 10. Issue 4

Figure 3. Comparing the myofibril diameters between differ-
ent groups

** Significant compared to the old control group (P<0.05);

## Significant compared to the young control group (P<0.05);

# Significant compared to the old+resistance exercise+vitamin 
intake group (P<0.05).

Figure 4. Comparing the number of myofibrils between dif-
ferent groups

** Significant compared to the old control group (P<0.05);

## Significant compared to the young control group (P<0.05);

# Significant compared to the old+resistance exercise+vitamin 
intake group (P<0.05).
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Figure 5. Muscle tissue cross-sectional area of a Wistar rat 
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(P=0.001) and between the old+resistance exercise and 
young control groups (P=0.001). There was also a sig-
nificant difference between the groups in terms of myo-
fibril diameter (P=0.001). The results of Tukey’s post hoc 
test showed that the significant difference was between 
the young control and the old control groups, between 
the old+resistance exercise+vitamin intake and the old 
control groups (P=0.001), between the old+resistance 
exercise and the old+resistance exercise+vitamin intake 
groups (P=0.001), between the old+vitamin intake and 
the old+resistance exercise+vitamin intake groups, and 
between the old+vitamin intake and the young control 
groups (P=0.001). There was also a significant difference 
between the groups in terms of the number of myofibrils 
(P=0.001). The results of Tukey’s post hoc test showed 
that the significant difference was between the young con-
trol and the old control groups, between the old+resistance 
exercise+vitamin intake and the old control groups 
(P=0.001), between the old+resistance exercise and the 
old+resistance exercise+vitamin intake groups (P=0.001), 
between the old+resistance exercise and the young con-
trol groups (P=0.001), between the old+vitamin intake 
and the old+resistance exercise+vitamin intake groups, 
and between the old+vitamin intake and the young con-
trol groups (P=0.001) (Figures 1, 2, 3, 4 & 5).

4. Conclusion

The purpose of this study was to investigate the effect 
of resistance exercise along with vitamin C consumption 
on the expression of TERT, TRF2 genes and the diameter 
and number of skeletal muscle myofibrils in old male Wis-
tar rats. The results showed that there was a significant 
difference between the old and young control groups. 
However, no significant difference was observed between 
the other groups. Regarding TRF2 level, a significant dif-
ference was observed between the old and young control 
group (P=0.001) and between the trained old group and 
the young control group. in a study, rats with Manganese 
superoxide dismutase deficiency in muscle or heart tissue 
had inhibited telomerase activity and decreased expres-
sion of TERT and TRF2. However, antioxidant supple-
ments prevented this process [5]. Part of the adaptation of 
telomerase to exercise should be attributed to the MAPK 
pathways. Activation of MAPK leads to a change in the 
positional activity of a variety of transcription factors that 
are associated with altered expression of telomere gene 
components [6]. On the other hand, exercise increases 
the antioxidant content and reduces the oxidative pressure 
[7]. It seems that the interactive effect of exercise and 
vitamin C intake is effective in reducing the maximum 
oxidative pressure on telomere length.

In the present study, the expression of TERT and TRF2, 
and the diameter and number of myofibrils in the group 
of old rats that did resistance exercise and took vitamin C, 
was close to those of young control rats. Increased TERT 
and especially TRF2 levels can be considered as the rea-
sons for the increase in diameter and number of myofi-
brils in old rats. Due to the limited research on TERT and 
TRF2 levels in the elderly, as well as the effects of vitamin 
C and resistance exercise on it, no other rational mecha-
nisms can be mentioned.

Eight weeks of resistance exercise along with vitamin 
C supplementation can significantly increase the number 
and diameter of skeletal muscle myofibrils in older rats.
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هدف پیری سلول از مراحل مهم و اساسی در رفتار سلولی محسوب شده و باعث کاهش حجم عضلات و میوفیبریل ها می شود. هدف از 
تحقیق حاضر بررسی تأثیر تمرین مقاومتی به همراه مصرف ویتامین C بر بیان ژن های TERT ،TRF2 و قطر و تعداد میوفیبریل های عضله 

اسکلتی رت های نر ویستار مسن بود.

روش ها تحقیق حاضر از نوع تجربی با گروه کنترل بود. 25 رأس موش صحرایی نر نژاد ویستار با گروه سنی 24هفته ای )280-320 گرم( 
به صورت تصادفی در پنج گروه تقسیم شدند: گروه کنترل جوان، گروه سالمند+تمرین مقاومتی، گروه سالمند+ویتامین C لیپوزومال، گروه 
سالمند+تمرین مقاومتی+ویتامین C لیپوزومال و گروه کنترل دوران سالمندی. در گروه های دریافت کننده ویتامین C لیپوزومال، روزانه 
ویتامین C لیپوزومال به صورت گاواژ بر اساس کیلوگرم وزن بدن برای هر گروه تجویز شد. وزن متصل به دم به تدریج طی هشت هفته 
تمرین )هفته های اول و دوم 50 درصد، هفته های سوم و چهارم 50 درصد، هفته های پنجم و ششم 75 درصد و هفته های هفتم و هشتم 
تا 100 درصد از وزن کل( افزایش یافت. تمرینات سه تا پنج ست بین 8 تا 12 تکرار به مدت سه یا چهار روز در هفته انجام شد. به منظور 
بررسی بیان ژن های TERT و TRF2 در بافت عضله، از روش qPCR استفاده شد. از آزمون آنالیز واریانس یک طرفه نیز برای بررسی تفاوت 

بین گروهی و از آزمون تعقیبی توکی برای مشخص کردن محل اختلاف گروه ها استفاده شد.

یافته ها افزایش سن باعث کاهش معنی دار بیان TERT ،TRF2، قطر و تعداد میوفیبریل در عضله اسکلتی موش های صحرایی شد 
)P=0/001(. تمرین مقاومتی به همراه مصرف ویتامین C تأثیر معنی داری بر بیان TERTو TRF2 نداشت )P≥0/05(، اما باعث 

)P=0/001( تغییر معنی دار قطر و تعداد میوفیبریل شد

نتیجه گیری هشت هفته تمرین مقاومتی به همراه مکمل یاری ویتامین C در موش های صحرایی سالمند احتمالًا باعث افزایش معنی دار 
تعداد و قطر میوفیبریل عضله اسکلتی شد، اما تغییر معنی داری در بیان TRF2 و TERT مشاهده نشد.
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ترانس کریپتاز معکوس 

تلومراز، عامل اتصال 
تکراری تلومریک 2، 

سالمندی، ورزش 
C مقاومتی، ویتامین

اطلاعات مقاله:
تاریخ دریافت: 19 شهریور 1399

تاریخ پذیرش: 25 آبان 1399
تاریخ انتشار: 12 دی 1399

مقدمه

پیری سلولی از مراحل مهم و اساسی در رفتار سلولی محسوب 
می شود. سالمندی باعث کاهش حجم عضلات و میوفیبریل ها 
سالمندی  متعاقب  میوفیبریل ها  در  این،  بر  علاوه  می شود. 
اختلالاتی در فعالیت فیبرهای عضلانی، برهم کنش متقابل اکتین 

میوزین، تولید انرژی و ترمیم و بازسازی رخ می دهد ]1[. 

شرایط  در  اولیه  سوماتیک  سلول های  رشد  و  تکثیر  فرایند 
آزمایشگاهی محدود است. درواقع، پس از یک دوره سریع تکثیر، 
میزان تقسیم سلولی کُند شده و سلول ها به هم نزدیک می شوند و 
به محرک های میتوژنیک پاسخ نمی دهند. این فرایند در اصطلاح 
»پیری سلولی یا عدم فعالیت سلولی« نامیده می شود. در همین 
راستا مشخص شده است که سلول پیر ویژگی های خاصی را به 

خود می گیرد که از جمله مهم ترین آن ها می توان به افزایش اندازه 
سلول، مورفولوژی مجزا، تجمع گرانول های لیپوفیوسین، تغییرات 
گسترده در بیان ژنی و کوتاه شدن طول تلومر اشاره کرد ]2[. 
»تلومر« ساختار انتهایی کروموزوم در یوکاریوت هاست که وظیفه 
حیاتی حفاظت از انتهای کروموزوم را بر عهده دارد. در انسان 
و مهره داران تلومر از هزاران تکرار TTAGGG-’3-5 که به شکل 
پشت سر هم در انتهای کروموزوم قرار دارند، تشکیل شده و وظیفه 
اصلی آن حفاظت و پایداری کروموزوم است. در هر تقسیم سلولی 
به شکل پیوسته بخشی از درازای تلومر کوتاه می شود؛ کوتاه شدن 
پیوسته تلومر به جدا شدن یک سری از پروتئین ها از ساختار تلومر 
و تغییر بیان ژن منجر شده و نیز موجب کاهش قلمرو اثر آن در 
سرکوب ژن های مجاور می شود و ژن هایی که تا کنون خاموش 
به  تلومر  بوده اند، روشن می شوند. همچنین کوتاه شدن مداوم 

1. گروه فیزیولوژی ورزشی، دانشکده تربیت بدنی، واحد تهران مرکزی، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران. 

اثر تمرین مقاومتی به همراه دریافت ویتامین C بر بیان TERT، TRF2 و قطر و تعداد میوفیبریل های 
عضله اسکلتی موش های صحرایی نر ویستار مسن
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توقف چرخه سلولی و مرگ سلولی می انجامد ]4 ،3[.

آنزیم تلومراز دارای زیرواحد تجزیه کننده ای است که به رونویسی 
معکوس تلومراز )TERT( معروف است. TERT پروتئینی بوده و 
دارای فعالیت کاتالیتیکی و ترانس کریپتازی است. در همین راستا 
RNA موجود در ساختمان تلومراز به عنوان یک الگو قرار گرفته و 
آنزیم از طریق قسمت TERT خود دزوکسی ریبونوکلئوتیدها را به 
 DNA 3 DNA 3 بسط می دهد ]5[. هنگامی که انتهای̀  انتهای̀ 
گسترش پیدا کرد، جای خالی RNA پرایمر وسیع تر می شود. 
پرایمر جدید در جای خالی، DNA در   RNA با ساخته شدن
جهت 5 به 3 سنتر می شود. سپس دوباره پرایمر جدید برداشته 
می شود و چون این RNA پرایمر جدید مربوط به توالی تلومری 
است، برداشته شدن آن برای ذخایر ژنتیکی سلول مشکلی ایجاد 
نمی کند. بنابراین آنزیم تلومراز موجب پایداری DNA می شود 
]5[. سرکوب فعالیت آنزیم تلومراز با پیشبرد آپوپتوزیس و افزایش 
بیان TERT نیز با کاهش مرگ برنامه ریزی شده سلول همراه است 
نقش  تلومریک  در ساختار  که  مهمی  پروتئین های  دیگر   .]6[
مهمی دارند شامل عوامل اتصالی تکراری تلومر )TRF( با ایزوفورم 
1 و 2 هستند و به صورت مستقیم به تکرار های TTAGGG متصل 
می شوند. پروتئین TRF2 برای حفظ ساختار انتهایی کرومزوم و 

طول عمر سلول ضروری است ]7[. 

به نظر می رسد فشار اکسایشی بر طول تلومراز و میوفیبریل ها 
مؤثر باشد. هر اندازه سن افزایش پیدا می کند فشار اکسایشی 
نیز دچار تغییراتی شده و روند افزایشی پیدا می کند. در همین 
محتوای  از  که  سالمندی  افراد  داده اند  نشان  مطالعات  راستا 
آنتی اکسیدانی بالاتری نسبت به سالمندان دیگر برخوردار هستند، 
طول تلومراز بیشتری نیز دارند ]9 ،8[. مطالعات دیگری نیز نشان 
داده اند در زنان و مردان 40 تا 80 سال که در رژیم غذایی خود از 
آنتی اکسیدان کافی بهره می برند، طول تلومراز افزایش یافته است 
]10[. ویتامین C از جمله آنتی اکسیدان هایی است که دارای اثرات 
ضداکسایشی است. با این حال نتایج روشنی در مورد اثر مصرف 
ویتامین C بر طول تلومراز و همچنین ترانس کریپتاز معکوس 
تلومراز )TERT( و عامل اتصال تکراری تلومریک 2 )TRF2( ارائه 
 C نشده است. برونز و همکاران گزارش کردند مصرف ویتامین

باعث سازگاری های بهتر عضلات با ورزش می شود ]11[.

سالمندی با بروز سارکوپینا همراه است و قدرت و حجم عضلانی 
ارتباط قوی با متغیرهای مرتبط با سارکوپنیا دارد ]12[. بر اساس 
پژوهش های انجام گرفته، ورزش می تواند بر طول تلومر، فعالیت 
آنزیم تلومراز و همچنین بهبود سارکوپینا مؤثر باشد ]13-15[. 
در تحقیقی نشان داده شد تمرین مقاومتی باعث بهبود برخی 
شاخص های  هایپرتروفی عضلانی و بهبود سارکوپینا در مردان 
مسن می شود ]15[. برخی مطالعات نیز نشان داده اند فعالیت 
بدنی طولانی مدت از طریق تأثیر بر کروموزوم ها در کنترل پیری 
نقش مهمی دارد ]16[. لیکن پون سوت و همکاران هیچ ارتباطی 

بین فعالیت ورزشی منظم با شدت متوسط و کوتاهی طول و 
فعالیت تلومراز مشاهده نکردند ]17[. ورنر و همکاران نشان دادند 
تمرینات ورزشی فعالیت آنزیم تلومراز، پروتئین های متصل شده 
 1Chk2 ،p53 آن ها را افزایش و سطوح mRNA به تلومر و بیان
و  لودلوو   .]18[ است  داده  کاهش  رت ها  آئورت  در  را   p16 و 
همکاران نشان دادند ورزش طولانی مدت باعث افزایش فعالیت 
تلومراز در عضلات اسکلتی گروه ورزش در مقایسه با گروه کنترل 
بی تحرک می شود، اما در بافت کبدی و قلب بین دو گروه تغییرات 
معنی داری مشاهده نشد ]19[. اسکندری و همکاران نشان دادند 
شش هفته تمرین تناوبی تأثیر معنی داری بر بیان TRF2 در بافت 
قلب رت های پیر دارد، اما بیان TERT تغییر معنی داری نداشت 
]20[. آنچه باعث نتایج مختلف می شود، نوع پروتکل تمرینی و 
همچنین بافت مورد بررسی است. درمجموع به نظر می رسد در 
مورد اثر تمرین مقاومتی و همچنین اثر مصرف ویتامین C و اثر 
توأم این دو بر طول تلومراز و به خصوص بر بیان ژن TRF2 و 
TERT نتایج روشنی در دست نیست. بنابراین هدف از تحقیق 
حاضر بررسی تأثیر تمرین مقاومتی به همراه ویتامین C لیپوزومال 
بر بیان ژن های TERT ،TRF2 و قطر و تعداد میوفیبریل های عضله 

اسکلتی رت های نر ویستار سالمند بود.

مواد و روش ها

این تحقیق از نوع تجربی است که در تیر و مرداد سال 1399 
در دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران مرکز انجام شد. حیوانات پس 
از انتقال به محیط آزمایشگاه و سازگاری با محیط جدید به مدت 
یک هفته، به صورت گروه های سه تایی در قفس های پلی کربنات 
شفاف در محیطی با دمای 2±23 درجه سانتی گراد، رطوبت 45 
تا 55 درصد و چرخه تاریکی به روشنایی 12:12ساعته نگهداری 
شدند. طی پژوهش غذای استاندارد پلت و آب به صورت آزاد در 
اختیار آن ها قرار گرفت. در این پژوهش، 25 رأس موش صحرایی 
نر )نژاد ویستار( با گروه سنی 24هفته ای )280-320 گرم( به 
صورت تصادفی در پنج گروه پنج تایی در هر رده سنی به ترتیب 

زیر تقسیم شده و مورد مطالعه قرار گرفتند:

1. گروه »کنترل جوان« شامل پنج سر موش صحرایی جوان 6 
تا 8هفته ای 220 تا 250گرمی

موش  سر  پنج  شامل  مقاومتی«  »سالمند+تمرین  گروه   .2
صحرایی سالمند و تمرین بدنی

3. گروه »سالمند+ویتامین C لیپوزومال« شامل پنج سر موش 
صحرایی سالمند و ویتامین C لیپوزومال

لیپوزومال«   C مقاومتی+ویتامین  »سالمند+تمرین  گروه   .4
شامل پنج سر موش صحرایی سالمند+تمرین مقاومتی+ویتامین 

C لیپوزومال

1. Checkpoint kinase 2
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موش  سر  پنج  شامل  سالمندی«  دوران  »کنترل  گروه   .5
صحرایی سالم سن 24هفته ای در گروه های تمرین مقاومتی به 
مدت سه روز در هفته هر روز 20 دقیقه تمرین مقاومتی با نردبان 
و وزنه، به مدت هشت هفته انجام شد. در گروه های دریافت کننده 
ویتامین C لیپوزومال، در هر گروه روزانه ویتامین C لیپوزومال به 
صورت گاواژ بر اساس کیلوگرم وزن بدن تجویز شد. در هر گروه 
وزن در ابتدا و انتهای مطالعه مورد بررسی قرار گرفت. موش ها 
پس از بیهوشی، خون گیری و سپس کشته شدند. سپس سرم 
خون جداسازی شد و درنهایت بافت مغزی برای انجام تست های 
پاتولوژیکی و بررسی بیان آنزیم و ژن مورد استفاده قرار گرفت. 
جهت بررسی میزان فیبروز بافت عضله، ابتدا نمونه بافت عضله 
در محلول ثابت کننده تثبیت شد. در این مرحله بعد از مرگ 
موجود زنده، فعالیت آنزیم های درون سلولی باعث فاسد شدن و 
تخریب ساختمان سلولی و بافتی می شود. بنابراین برای جلوگیری 
از تغییرات پس از مرگ، نمونه بافتی جداشده از بدن بایستی 
بلافاصله در داخل محلول های ثابت کننده قرار گیرد. محلول های 
ثابت کننده ضمن پیوند با پروتئین ها، باعث غیرفعال شدن آنزیم ها 
شده و از انهدام ساختمان سلول ها و بافت ها جلوگیری می کنند.

با  شفاف سازی  الکل،  با  آب گیری  مراحل  ترتیب  به  سپس 
گزیلول، آغشتگی با پارافین، قالب گیری و سپس برش گیری انجام 
شد. در پروسه آب گیری، بافت ها به طور طبیعی دارای مقداری 
آب هستند که اگر از بافت خارج نشود، مانع نفوذ برخی از مواد 
منظور  به  می شود.  بافت  داخل  به  پارافین  مانند  آماده کننده 
آب گیری بافت، نمونه را به ترتیب در الکل 50 درصد، 70 درصد، 
90 درصد و مطلق قرار می دهند که با این عمل آب بافت، جذب 
الکل شده و الکل جایگزین آن می شود. سپس نمونه را در داخل 
محلولی به نام گزیلول قرار می دهند که آن نیز جایگزین الکل 
می شود. در مرحله آغشتگی، نمونه را در داخل پارافین مذاب 
قرار می دهند تا به داخل بافت نفوذ کند. پارافین در دمای اطاق 
جامد است و در حرارت 50 درجه به صورت مذاب درمی آید. تا 
این مرحله از آماده سازی بافت، هم به طور دستی و هم به طور 
اتوماتیک توسط دستگاهی به نام اتوتکنیکون امکان پذیر است. 
نمونه آغشته شده با پارافین در این مرحله، در داخل قالب پر از 
پارافین مذاب، قرار می گیرد. ضمن انجماد پارافین، نمونه نیز در 
داخل قالب باقی مانده و آماده مقطع گیری می شود. نمونه همراه 
با قالب پارافین توسط دستگاهی به نام میکروتوم به ضخامت 
5 تا 10 میکرون، برش داده می شود. به منظور بررسی سطح 
فیبروز بافتی از رنگ آمیزی تری کروم ماسون استفاده شد. در این 
رنگ آمیزی، میزان کلاژن بافتی بین هپاتوسیت ها با رنگ آنیلین 
بلو به رنگ آبی درمی آید و سلول ها و هسته سلول ها به رنگ قرمز 
دیده می شوند. سپس درصد فیبروز بافتی در هر گروه به لحاظ 

آماری مورد مقایسه قرار گرفت. 

بیان ژن

به منظور بررسی بیان ژن های TERT و TRF2 در بافت عضله، 
 Gapdh استفاده شد. در این بررسی از ژن رفرنس qPCR از روش
به عنوان ژن کنترل استفاده شد و بیان سایر ژن ها با آن مورد 
ابتدا طراحی  این تکنیک  انجام  به منظور  مقایسه قرار گرفت. 
پرایمر انجام شد و سپس RNA کل از بافت ها استخراج شده و به 
cDNA تبدیل شد. سپس cDNA به روش PCR تکثیر شده و از 

نظر بیان ژن های ذکرشده مورد بررسی قرار گرفت.

پروتکل تمرین مقاومتی

تمرین قدرت مستلزم این بود که موش ها از نردبان یک متر 
با شبکه 2 سانتی متری و شیب 85 درجه، با برخی تغییرات 
طبق مطالعه شفر و همکاران صعود کنند ]22 ،21[. موش ها 
به مدت یک هفته با تمرین داده شده آشنا شدند. سپس تمرین 
مقاومت شروع شد. برای این پروتکل، سیلندرهای حاوی وزنه با 
نوار فوم به پایه دم موش وصل شده بودند. سیلندرها با پیچیدن 
قسمت بالایی دم )2 تا 3 سانتی متر از انتهای خارجی( با ولکرو 
در بالای نوار فوم به دم بسته شدند. سپس وزنه های اولیه )25 
درصد از وزن بدن( وارد سیلندرها شدند. موش ها سپس در پایه 
دستگاه کوهنوردی قرار گرفتند و به صورت دستی برای بالا رفتن 
از نردبان تحریک شدند. وزن متصل به دم به تدریج در طی هشت 
هفته تمرین )هفته های اول و دوم 50 درصد، هفته های سوم و 
چهارم 50 درصد، هفته های پنجم و ششم 75 درصد و هفته 
هفتم و هشتم 100 درصد از وزن کل( افزایش یافت. تمرینات 
سه تا پنج ست بین 8 تا 12 تکرار، با استراحت یک دقیقه بین 
تکرارها و استراحت دودقیقه ای بین ست ها، به مدت سه یا چهار 
روز در هفته صورت گرفت. هر جلسه 40 تا 50 دقیقه، با فاصله 
48 ساعت بین جلسات انجام شد. پس از رسیدن به بالای نردبان، 
به موش ها اجازه داده شد تا در منطقه استراحت ریکاوری کنند. 
این روش تا زمانی که موش ها سه مجموعه تمرین را تمام کردند 

یا نتوانستند طول کل نردبان را صعود کنند تکرار شد ]21[.

روش هیستوشیمیایی

در این روش از رنگ هماتوکسیلین که از مغز ساقه درختی 
به دست می آید و با روش مخصوص که در ذیل آمده است به 
صورت محلول ساخته می شود و هسته را رنگ می کند و ائوزین 

که قسمت های دیگر بافت را رنگ می کند استفاده می شود.

1000 سانتی متر مکعب آب مقطر را در ارلن ریخته روی اجاق 
گذاشتیم تا به جوش آید. سپس از روی اجاق برداشته به آرامی 
پودر آلن دوپتاس را در آن ریخته و مجدداً روی اجاق گذاشتیم 
و به هم زدیم تا کاملًا حل شود. پودر هماتوکسیلین را در 50 
سانتی متر مکعب الکل اتیلیک 96 درجه حل کرده و دمای محلول 
آلن دوپتاس و آب را به حدود 85 درجه رساندیم. سپس محلول 
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هماتوکسیلین را روی آن ریخته و به هم زدیم و بعد از اضافه 
کردن پودر اکسید مرکوریک ظرف را زیر شیر آب سرد قرار دادیم 
و ضمن به هم زدن به وسیله میله شیشه ای سریع سرد کردیم. 
سپس 10 سانتی متر مکعب اسید استیک گلایسیال اضافه کردیم 
و 24 ساعت گذاشتیم بماند که بعد از آن قابل مصرف است. ضمناً 

نگهداری آن در شیشه های تیره، مناسب است. 

ساختن ائوزین

10 گرم پودر ائوزین را در 100 سانتی متر مکعب آب مقطر 
ریخته و حل کردیم. سپس آن را در 900 سانتی متر مکعب الکل 
اتیلیک 96 درجه ریخته و 10 سانتی متر مکعب اسید استیک 
گلایسیال به آن اضافه کردیم. این رنگ بلافاصله قابل مصرف 

است. 

ساختن اسید الکل

10 سانتی متر مکعب اسید کلریدریک در 1000 سانتی متر 
مکعب الکل اتیلیک 70 درجه ریخته شد.

ساختن لیتیوم کربنات 

پودر لیتیوم کربنات را در مقداری آب معمولی ریخته به هم 
زدیم تا حل شود، به طوری که بعد از ته نشین شدن رسوب باقی 
ماند. سپس از روی محلول برداشته و استفاده شد و مجدداً آب 

ریخته تا برای دفعه دیگر آماده باشد. 

به کمک رنگ آمیزی هماتوکسیلین ائوزین، هسته ها رنگ آبی 
و سیتوپلاسم رنگ صورتی به خود می گیرند. 

روش آماری 

برای بررسی طبیعی بودن توزیع داده ها از آزمون شاپیرو ویلک 
استفاده شد. سپس از آزمون آنالیز واریانس یک طرفه )آنوا( برای 
بررسی تفاوت بین گروهی و از آزمون تعقیبی توکی برای مشخص 
با  بررسی ها  تمامی  شد.  استفاده  گروه ها  اختلاف  محل  کردن 
استفاده از نرم افراز SPSS نسخه 22 و در سطح معنی داری کمتر 

از 0/05 صورت گرفت.

یافته ها

نتایج آزمون آنوا نشان داد بین گروه ها از نظر بیان TERT تفاوت 
آزمون  نتایج  اساس  بر  که   )P=0/001( دارد  وجود  معنی داری 
تعقیبی توکی، بین گروه کنترل سالمند با کنترل جوان تفاوت 
معنی داری وجود داشت )P=0/001(. با این حال بین سایر گروه ها 

تفاوت معنی داری مشاهده نشد )تصویر شماره 1(. 

تفاوت معنی داری بین گروه ها  نیز   TRF2 بیان برای  همچنین 
وجود داشت )P=0/001(، به نحوی که بر اساس نتایج آزمون تعقیبی 

 )P=0/001( توکی بین گروه کنترل سالمند با گروه کنترل جوان
 )P=0/001( و بین گروه سالمند تمرین کرده با گروه کنترل جوان

تفاوت معنی داری مشاهده شد )تصویر شماره 2(. 

از نظر قطر میوفیبریل در بین گروه ها با استفاده از آزمون آنوا 
تفاوت معنی داری مشاهده شد )P=0/001(. نتایج آزمون تعقیبی 
توکی نیز نشان داد بین گروه کنترل جوان و گروه سالمند ورزش 
مصرف ویتامین C با گروه کنترل سالمند تفاوت معنی داری وجود 
دارد )P=0/001(. بین گروه سالمند ورزش با گروه سالمند ورزش 
 .)P=0/001( تفاوت معنی داری مشاهده شد C مصرف ویتامین
همچنین بین گروه سالمند مصرف ویتامین C با گروه سالمند 
تفاوت  نیز  جوان  کنترل  گروه  و   C ویتامین  مصرف  ورزش 

معنی داری وجود داشت )P=0/001( )تصویر شماره 3(. 

طبق نتایج آزمون آنوا، از نظر تعداد میوفیبریل ها نیز در بین 
آزمون  و   )P=0/001( داشت  وجود  معنی داری  تفاوت  گروه ها 
تعقیبی توکی نشان داد بین گروه کنترل جوان و گروه سالمند 
ورزش مصرف ویتامین C با گروه کنترل سالمند تفاوت معنی داری 
وجود دارد )P=0/001(. بین گروه سالمند ورزش با گروه سالمند 
ورزش مصرف ویتامین C و گروه کنترل جوان تفاوت معنی داری 
مشاهده شد )P=0/001(. همچنین بین گروه سالمند مصرف 
گروه  و   C ویتامین ورزش مصرف  گروه سالمند  با   C ویتامین
 )P=0/001( داشت  وجود  معنی داری  تفاوت  نیز  جوان  کنترل 

)تصویر شماره 4(. 

تصویر شماره 5 مقطع عرضی از بافت عضله موش صحرایی 
ائوزین  و  هماتوکسیلین  رنگ های  با  که  می دهد  نشان  را 
رنگ آمیزی شده است. طبق نتایج حاصل از این تصاویر مشخص 
سالمند+ویتامین  گروه  و  جوان  گروه  در  عضله  بافت  که  شد 
C+ورزش منسجم بوده و در مقایسه با سایر گروه ها دارای بافت 
یکدست است که میوفیبریل ها در کنار همدیگر قرار گرفته اند. 
همچنین بررسی ها نشان دادند قطر این میوفیبریل ها در گروه 
سالمند+ویتامین C+ورزش نسبت به سایر گروه ها بیشتر بوده و 
با گروه های سالمند+ویتامین C و سالمند اختلاف معنی دار دارد 
)P=0/001(. از سوی دیگر تعداد میوفیبریل ها در گروه جوان و 
گروه سالمند+ویتامین C+ورزش بیشتر بود، به گونه ای که این 
دو گروه با هم اختلاف معنی دار نداشتند، اما نسبت به گروه های 
اختلاف  دارای  سالمند+ورزش  و   C سالمند+ویتامین  سالمند، 

.)P=0/001( معنی دار بود

بحث

همراه  به  مقاومتی  تمرین  اثر  بررسی  هدف  با  تحقیق  این 
مصرف ویتامین C بر بیان ژن های TERT ،TRF2، قطر و تعداد 
میوفیبریل های عضله اسکلتی رت های نر ویستار سالمند انجام 
بیان  سالمند  در رت های  داد  نشان  پژوهش حاضر  نتایج  شد. 
TERT و TRF2 در مقایسه با رت های جوان کاهش معنی داری 
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دارد. با این حال تمرین مقاومتی و مصرف ویتامین C علی رغم 
با  مقایسه  در  معنی داری  تغییر   ،TRF2 و   TERT بیان  افزایش 
 TRF2 و TERT رت های کنترل سالمند ایجاد نکرد، هرچند بیان
به مقادیر آن در رت های کنترل جوان نزدیک شد. از نظر بیان 
TRF2 بین رت های گروه تمرین مقاومتی و رت های کنترل جوان 
تفاوت معنی داری مشاهده شد، هرچند بین گروه تمرین مقاومتی 
به همراه مصرف ویتامین C با گروه کنترل جوان تفاوت معنی دار 
گزارش نشد. این مقادیر نشان می دهند که تمرین مقاومتی به 
همراه مصرف ویتامین C باعث بهبود TRF2 در موش های سالمند 
تغییرات  این  هرچند  است،  شده  جوان  موش های  به  نسبت 
معنی دار نبود. از سوی دیگر نتایج این تحقیق نشان داد موش های 
جوان و موش های گروه سالمند ورزش به همراه مصرف ویتامین 
C از مقادیر بالای قطر و تعداد میوفیبریل در مقایسه با دیگر 
گروه ها برخوردار بودند. به عبارت دیگر، انجام ورزش مقاومتی به 
همراه مصرف ویتامین C بیشترین تأثیر را در افزایش قطر و تعداد 

میوفیبریل داشت. 

تمرین  اثر  که  و همکاران  اسکندری  یافته های  با  نتایج  این 
تناوبی را در بافت قلب بررسی کرده بودند، در مورد TERT هم سو 
بوده، اما در مورد TRF2 هم خوانی ندارد ]20[. از دلایل متفاوت 
بافت اشاره کرد.  نیز نوع  نتایج می توان به نوع تمرین و  بودن 
همچنین داماس و همکاران افزایش تعداد میوفیبریل ها در اثر 
تمرین مقاومتی را گزارش کردند ]23[. قبریل و همکاران نیز 
نشان دادند مصرف ویتامین C اثرات محافظتی در جلوگیری از 
آسیب عضله اسکلتی دارد. بر اساس نتایج آن ها ویتامین C باعث 
کاهش آسیب های ناشی از فشار اکسایشی و التهاب در عضلات 

می شود ]24[. 

تلومر  افزایش سن به کوتاه شدن طول  مطالعات نشان داده اند 
منجر می شود و فشار اکسایشی نقش مهمی در این زمینه دارد. 
سلول های اندوتلیال در نمونه های سالمند، گونه های فعال اکسیژن 
)ROS( بیشتری تولید می کنند که با اختلال عملکرد میتوکندری 
همراه است ]25[. در همین راستا مشخص شده است موش هایی 

تصویر 1. بیان TERT در گروه های مختلف

**P≤0/05 مقایسه با گروه سالمند.

تصویر 2. بیان TRF2 در گروه های مختلف

**P≤0/05 مقایسه با گروه سالمند، P≤0/05## مقایسه با گروه جوان.

تصویر 3. قطر میوفیبریل ها در گروه های مختلف

جوان؛  گروه  با  مقایسه   P≤0/05## سالمند؛  گروه  با  مقایسه   P≤0/05**

P≤0/05# مقایسه با گروه ورزش به همراه ویتامین سالمند.

تصویر 4. تعداد میوفیبریل ها در گروه های مختلف

جوان؛  گروه  با  مقایسه   P≤0/05## سالمند؛  گروه  با  مقایسه   P≤0/05**

P≤0/05# مقایسه با گروه ورزش به همراه ویتامین سالمند.
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که با کمبود MnSOD2 بافت عضله یا قلب مواجه هستند، فعالیت 
یافته است،  و TRF2 کاهش   TERT بیان و  تلومراز در آن ها مهار 
اما تجویز مکمل های حاوی آنتی اکسیدان مانع از این روند می شود 
]26[. فعالیت ورزشی می تواند تأثیر مثبتی بر ثبات و جلوگیری از 
کوتاه شدن طول تلومر و کاهش آنزیم تلومراز داشته باشد. لودلوو 
و همکاران افزایش فعالیت تلومراز در عضله اسکلتی و عدم تغییر 
تمرین  دنبال  به  را  موش ها  قلب  و  کبد  بافت  در  تلومراز  فعالیت 
استقامتی گزارش کردند ]19[. بخشی از سازگاری های تلومراز به 
 MAPK نسبت داد. فعال شدن MAPK3 تمرینات را باید به مسیرهای

2. Manganese superoxide dismutase
3. Mitogen-activated protein kinase

منجر به تغییر فعالیت و موقعیت قرار گیری انواعی از عوامل رونویسی 
می شود که با تغییر بیان ژن اجزای تلومر ارتباط دارد ]27[. 

آنتی اکسیدان  محتوای  افزایش  باعث  ورزش  دیگر،  سوی  از 
و  بقایی  پژوهش  نتایج  می شود.  نیز  اکسایشی  فشار  کاهش  و 
همکاران نشان داد ورزش به کاهش فشار اکسایشی در موش های 
تعدیل  را  سلول  پیری  در  مؤثر  عوامل  و  شده  منجر  میانسال 
می کند ]28[. به نظر می رسد اثر تعاملی ورزش و ویتامین C در 
کاهش حداکثری فشار اکسایشی بر طول تلومر مؤثر است. در 
پژوهش حاضر بیان TERT و TRF2 و به خصوص قطر و تعداد 
میوفیبریل ها در گروه موش های سالمندی که ورزش مقاومتی 
انجام داده و ویتامین C مصرف کرده بودند به مقادیر گروه کنترل 

تصویر 5. مقطع عرضی از بافت عضله موش صحرایی
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جوان نزدیک بود. در همین راستا نتایج برونز و همکاران نشان 
داده است مصرف ویتامین C باعث سازگاری های بهتر عضلات 
از فشار  به عبارت دیگر، کاستن  تمرینات ورزشی می شود.  به 
عضلات  می شود  باعث  آسیب رسان  عوامل  دیگر  و  اکسایشی 
بهتر بتوانند با تمرینات سازگاری پیدا کنند ]11[. از سوی دیگر 
افزایش TERT و به خصوص TRF2 را می توان از دلایل افزایش 
قطر و تعداد میوفیبریل ها در گروه موش های سالمند دانست. با 
توجه به محدود بودن تحقیقات در مورد TERT و TRF2 در افراد 
سالمند و نیز اثرات ویتامین C و ورزش مقاومتی بر آن نمی توان 
به مکانیزم های مستدل دیگری اشاره کرد. با این حال با توجه به 
یافته های پژوهش حاضر می توان چنین استنباط کرد که ورزش 
مقاومتی و مصرف ویتامین C باعث افزایش قطر و طول میوفبریل 
عضله اسکلتی می شود. هرچند افزایش TRF2 و TERT در مقایسه 
با گروه کنترل سالمند معنی دار نبود، این احتمال وجود دارد در 
صورتی که مدت زمان دوره تحقیق افزایش پیدا کند بتوانیم به 

نتایج متفاوتی دست یابیم. 
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تمرین  هفته  هشت  داد  نشان  تحقیق  این  نتایج  درنهایت 
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TRF2 و TERT مشاهده شد، این تغییرات از نظر آماری معنی دار 
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