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Objective Nonalcoholic fatty liver disease is the most common chronic liver disorder. The present study 
aimed to examine the effect of aerobic training along with Resveratrol on the cardiac expression of Mfn1 
and Mfn2 in nonalcoholic fatty liver disease male rats.
Methods In this experimental study, 48 Wistar male rats were classified into two groups NAFLD (n=40) 
and control-normal (n=8). NAFLD was induced in rats with a high-fat diet and then subdivided into five 
subgroups NAFLD, SHAM, TRNAF, SUPNAF, and TRSUPNAF. Training groups have performed a running pro-
gram on a motor-driven treadmill for eight weeks. Resveratrol (20 mg/kg) was injected into the SUPNAF 
and TRSUPNAF groups. Forty-eight hours after the last training session, the rats were anatomized; hearts 
were removed and immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C for measuring the Mfn1 
and Mfn2. Statistical analysis was performed using a 1-way analysis of variance Tukey post hoc tests, and 
significance was accepted at P≤0.05.
Results The results showed that the induction of NAFLD reduced expression of Mfn1 (P=0.001) and 
Mfn2 (P=0.001) compared to control-normal. Also, in SUPNAF and RSUPNAF groups, Mfn1 (P=0.002 and 
P=0.017 respectively) and Mfn2 (P=0.000 and P=0.000 respectively) increased significantly compared to 
the NAFLD group.
Conclusion The combination of aerobic exercise and resveratrol may be due to changes in expression of 
mitochondrial fusion, modifying indexes apoptosis induced by oxidative stress in NAFLD patients.
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A B S T R A C T

Extended Abstract

1. Introduction

Non-alcoholic fatty liver disease is a 
chronic liver disorder [1]. This metabolic 
disorder can affect mitochondrial dynam-
ics [3]. The decrease in fusion proteins in 
fatty liver disease is due to an increase in 

N
fat, which disrupts mitochondrial function, loss of mem-
brane potential, decreased oxygen, and increased ROS pro-
duction [5, 6].

According to the various research, it has been reported 
that regular aerobic activity can reduce fat and liver vulner-
ability and reduce inflammation in non-alcoholic fatty liver. 
It has also been reported that resveratrol due to its polyphe-

http://cmja.arakmu.ac.ir/index.php?slc_lang=en&sid=1
https://orcid.org/0000-0002-8222-2656
https://orcid.org/0000-0002-7734-7518
https://doi.org/10.32598/cmja.9.3.627.3
https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.32598/cmja.9.4.627.3
http://cmja.arakmu.ac.ir/page/80/Open-Access-Policy
http://cmja.arakmu.ac.ir/page/80/Open-Access-Policy


3879

March 2020. Vol 9. Issue 4

Delroz H, et al. The Effect of Eight Weeks of Aerobic Training Combined With Resveratrol on MFn1 and MFn2 Expression. CMJA. 2019; 9(3):3878-3889.

nol compounds can reduce the vulnerability of fatty liver 
and mitochondrial dynamics in cardiac myocytes [13]. 

The aim of this study was to investigate the effect of aero-
bic exercise supplemented with resveratrol on the expres-
sion of MFn1 and MFn2 in cardiac mitochondrial myo-
cytes in a non-alcoholic fatty liver animal model.

2. Materials and Methods

In this experimental study, 48 Wistar eight-week-old male 
rats were selected as the sample and randomly divided into 
diseased group (NAFLD) and Control-healthy group (CN). 
Control rats were fed a standard diet; they were fed a high-
fat diet for 6 weeks to induce NAFLD [21].

The diseased group rats itself were divided into 5 experi-
mental subgroups: Diseased (NAFLD), Sham (SHAM), 
Practice-Patient (TRNAF), Supplement-Patient (SUPNAF), 
and Practice-Supplement-Patient (TRSUPNAF). The train-
ing program was eight weeks, starting at 15 m/min for the 
first week, 5 min for each session, and 1-2 m/min for each 
session. The time was also increased by 2-4 min, reaching at 
speed of 20 m/min in the fourth week; the time met 60 min 
and remained unchanged until the last week [22].

In the SUPNAF and TRSUPNAF groups, resveratrol was 
injected intraperitoneally at a dose of 20 mg/kg [23]. Real 
time PCR was used to evaluate the expression of MFn1 and 
MFn2. One-way ANOVA and Tukey post hoc test were 
used for statistical analysis at the significant level of P≤0.05.

3. Results

Data analysis showed that there was a significant differ-
ence in the rate of MFn1 expression of cardiomyocytes 
between different groups (F=11.743, P=0.000). The Tukey 
post hoc test showed significant differences between fol-

lowing groups: CN groups with NAFLD (P=0.001), 
SHAM (P=0.001), and TRNAF (P=0.001); between 
NAFLD group with SUPNAF (P=0.002) and TRSUP-
NAF (P=0.017); between SHAM group with SUPNAF 
(P=0.002) and TRSUPNAF (P=0.015); and also between 
TRNAF and TRSUPNAF group (P=0.013) (Figure 1).

Other results of this study showed a significant dif-
ference in the rate of Mfn2 expression of cardiomyo-
cytes between different groups (P=0.000, F=27.482). 
The Tukey post hoc test showed significant differences 
between following groups: CN groups with NAFLD 
(P=0.001), SHAM (P=0.001) and TRNAF (P=0.001); 
between NAFLD group with SUPNAF (P=0.000) and 
TRSUPNAF (P=0.000); between SHAM group with 
SUPNAF (P=0.000) and TRSUPNAF (P=0.000); and 
also between TRNAF group with SUPNAF (0.000) and 
TRSUPNAF (P=0.000) (Figure 2).

4. Discussion

The results of this study showed that MFn1 and MFn2 ex-
pression was significantly decreased in the fatty liver mice 
compared to the healthy group. The reason for the decrease 
in these parameters may be due to the fusion protein imbal-
ance. The decrease in the balance between fusion proteins in 
fatty liver disease is due to an increase in fat, which disrupts 
mitochondrial function [5, 6]. Excessive ROS induced by 
fatty liver can induce apoptosis and cardiac necrosis [26]. 

Liu et al. (2014) in a study on male fatty liver model rats 
reported a decrease in MFn1 and MFn2 [16]. In NAFLD, 
mitochondrial dysfunction inhibits MFn2, resulting in de-
creased mitochondrial respiration of cardiac myocytes and 
increased susceptibility to oxidative stress [11]. Other re-
sults of this study showed a significant increase in MFn1 
and MFn2 expression in extract and exercise-extract groups 
compared to the diseased group. 

Figure 1. Changes in MFn1 expression in cardiomyocytes in different groups
a. difference with healthy control (CN); b. difference with diseased group (NAFLD); c. difference with sham (SHAM); d. difference 
with practice-patient (TRNAF). At the 0.05 level.
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Regular physical activity reduces inflammatory markers 
and increases capacity or antioxidant activity and reduces 
oxidative stress [5]. The decrease in oxidative stress indices 
is associated with increased expression of MFn1 and MFn2 
genes, which enhances mitochondrial fusion activity [39].

Our findings indicate that administration of resveratrol 
along with aerobic exercise has a greater therapeutic effect 
on increased cardiac MFn1 and MFn2 expression than 
exercise alone. The use of resveratrol is associated with 
decreased ROS production and decreased expression of 
inflammatory cytokines as well as increased anti-inflam-
matory markers and improved antioxidant status [13]. 
Resveratrol appears to induce mitochondrial biogenesis by 
activating AMPK and mitochondrial transcription factors 
[43]. Aerobic exercise along with antioxidant supplements, 
including resveratrol, greatly help to inhibit the production 
of free radicals and oxidative stress in cardiac tissue cells 
of NAFLD patients, thereby enhancing the expression of 
fusion genes.
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Figure 2. Changes in MFn2 cardiomyocyte expression in different groups
a. difference with healthy control (CN); b. difference with diseased group (NAFLD); c. difference with sham (SHAM); d. difference 
with practice-patient (TRNAF) At the 0.05 level.
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مقدمه کبد چرب غیرالکلی مهم ترین اختلال مزمن کبدی است. هدف از پژوهش حاضر، بررسی اثر تمرین هوازی همراه با مصرف 
رزوراترول بر بیان MFn1 و MFn2 بافت قلب موش های صحرایی مبتلا به کبد چرب غیرالکلی نر بود.

مواد و روش ها در این مطالعه تجربی، 48 سر موش صحرایی نر به دو گروه بیمار )n=40( و کنترل ـ سالم )n=8( تقسیم شدند. کبد 
چرب غیرالکلی با رژیم غذایی پرچربی در موش ها القا و سپس این گروه به پنج زیرگروه تجربی تقسیم شد: بیمار، شم، تمرین ـ بیمار، 
مکمل ـ بیمار و تمرین ـ مکمل ـ بیمار. گروه های تمرینی به مدت هشت هفته برنامه تمرینی دویدن را روی تردمیل انجام دادند. به 
گروه های مکمل ـ بیمار و تمرین ـ مکمل ـ بیمار )20 میلی گرم / کیلوگرم( رزوراترول تزریق شد. 48 ساعت پس از آخرین جلسه تمرینی، 
موش های صحرایی تشریح شدند؛ بافت قلب آن ها برداشته شد و بلافاصله در محلول نیتروژن مایع منجمد و در دمای منهای 80 درجه 
برای اندازه گیری MFn1 و MFn2 نگهداری شد. برای تجزیه و تحلیل آماری از تحلیل واریانس یک راهه و آزمون تعقیبی توکی در سطح 

معنی داری P≤0/05 استفاده شد.

القای کبد چرب باعث کاهش بیان P=0/001( MFn1( و MFn2 )P=0/001( نسبت به گروه سالم  یافته ها نتایج نشان داد 
می شود. همچنین در گروه های مکمل ـ بیمار و تمرین ـ مکمل ـ بیمار نسبت به گروه بیمار میزان MFn1 )به ترتیب P=0/002 و 

P=0/017( و MFn2 )به ترتیب P=0/000 و P=0/000( افزایش معنی داری داشت. 

نتیجه گیری احتمالًا ترکیبی از تمرین هوازی و رزوراترول می تواند از طریق تغییر در بیان شاخص های هم جوشی میتوکندری، شاخص های 
آپوپتوز ناشی از استرس اکسیداتیو را در بیماران کبد چرب غیرالکلی تعدیل کند.

کلیدواژه ها: 
فعالیت ورزشی، 

گیاه دارویی، پویایی 
میتوکندریایی و کبد 

چرب

اطلاعات مقاله:
تاریخ دریافت: 04 مرداد 1398

تاریخ پذیرش: 17 مهر 1398
تاریخ انتشار: 11 اسفند 1398

مقدمه

بیماری کبد چرب غیرالکلی1 یک اختلال مزمن کبدی است 
که با انباشت چربی در کبد همراه است. NAFLD باعث طیف 
گسترده ای از اثرات پاتولوژیک مانند استئاتوهپاتیت2 غیرالکلی، 
سیروز، مقاومت به انسولین، چاقی، فشار خون بالا، دیابت و بیماری 
قلبی می شود ]1[. بافت کبد نقش مهمی در کنترل سوخت وساز 
و  متابولیکی  سندرم  ایجاد  به  منجر  کبد چرب  و  داشته  بدن 
دیس لیپیدمی می شود ]2[. این اختلالات متابولیکی می تواند بر 
پویایی میتوکندری3 تأثیر داشته باشد ]3[. پویایی میتوکندریایی 

  1. Nonalcoholic Fatty liver Disease (NAFLD)
2. Steotohepatits
3. Mitochondrial dynamic

شامل فرایند شکاف و هم جوشی است که مهم ترین پروتئین های 
همجوشی MFn1 4 و MFn2 5 هستند ]4[.

کاهش پروتئین های هم جوشی در بیماری کبد چرب به دلیل 
افزایش چربی است که موجب اختلال در عملکرد میتوکندری، 
تولید  افزایش  و  اکسیژن  کاهش  غشا،  پتانسیل  ازدست دادن 
در  تعادل  عدم   .]5, 6[ می شود  اکسیژن6  فعال  گونه های 
باعث  شکافت،  و   MFn1 ،MFn2 هم جوشی  پروتئین های 
متابولیسمی  اختلالات  میتوکندری،  ساختاری  به هم ریختگی 
تجزیه میتوکندری ها، آپوپتوز و حتی مرگ سلولی می شود ]7[. 
اختلال در عملکرد میتوکندری ممکن است نه تنها باعث تجمع 

4. Mito Fusion 1
5. Mito Fusion 2
6. Reactive Oxygen Species (ROS)

1. گروه فیزیولوژی ورزشی، دانشکده تربیت بدنی و علوم ورزشی، واحد آیت الله آملی، دانشگاه آزاد اسلامی، آمل، ایران.
2. گروه فیزیولوژی ورزشی، دانشکده تربیت بدنی و علوم ورزشی، واحد ساری، دانشگاه آزاد اسلامی، ساری، ایران.

اثر هشت هفته تمرین هوازی همراه با مصرف رزوراترول بر بیان MFn1 و MFn2 میوسیت های 
قلب در مدل حیوانی کبد چرب غیرالکلی
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چربی شود، بلکه ROS و سایتوکاین های را که باعث پیشرفت 
NAFLD و فیبروز کبدی می شود افزایش دهد ]8[. 

تغییر شکل ساختار میتوکندری در  داده اند  نشان  مطالعات 
چرب  کبد  بیماران  در   .]9،  10[ دارد  وجود   NAFLD بیماران 
اکسیداسیون  کاهش  باعث   MFn2 مهار  چاقی،  و  غیرالکلی 
و  غشا  پتانسیل  کاهش  بدن،  سلولی  سوخت وساز  و  سوبسترا 
از هم جوشی  ]11[. جلوگیری  الکترون می شود  انتقال  زنجیره 
میتوکندری در بیماری های کبد چرب منجر به کاهش تنفس 
میتوکندری میوسیت های قلبی و افزایش حساسیت به استرس 

اکسیداتیو می شود ]11[.

 مطالعات نشان دادند فعالیت ورزشی، عملکرد میتوکندری را 
بهبود می بخشد. از این رو به نظر می رسد که فعالیت ورزشی نه تنها 
تعداد این اندامک ها را افزایش می دهد، بلکه کیفیت میتوکندری 
را نیز بهبود می بخشد. این بهبود عملکرد میتوکندری با افزایش 
سطوح بیوژنز میتوکندری و حذف میتوکندری آسیب دیده به 

دست می آید ]12[. 

به طور کلی با توجه تحقیقات انجام شده گزارش شده است 
و  چربی  کاهش  باعث  می تواند  منظم  هوازی  فعالیت های  که 
آسیب پذیری کبد شده و التهاب را در کبد چرب غیرالکلی کاهش 
می دهد. همچنین با توجه به تحقیقات انجام شده گزارش شده 
است که عصاره انگور و رزوراترول هم با توجه به داشتن ترکیبات 
پلی فنول می تواند باعث کاهش آسیب پذیری کبد چرب و پویایی 
میتوکندری در میوسیت های قلبی  شود ]13[. مطالعات تجربی 
اثرات سودمند این ماده را در ممانعت از تجمع چربی و کاهش 
استرس اکسیداتیو در هپاتیت و همچنین پیشگیری و درمان کبد 

چرب در مدل های حیوانی نشان داده است ]14[. 

اثر بخشی رزوراترول احتمالًا به دلیل توانایی برای برطرف کردن 
از  بسیاری  فعال شدن  و  سیکلواکسیژناز7  مهار  و   ROS از  بدن 
مسیرهای ضدالتهابی است ]15[. با توجه به مطالعات بیان شده 
اثر فعالیت های هوازی و رزوراترول، هرکدام به تنهایی بر کبد چرب 
غیرالکلی بررسی شده است. با وجود این محقق، نتوانسته است 
مطالعه ای را که به صورت هم زمان به بررسی اثر تمرین هوازی 
و رزوراترول بر شاخص های MFn1، MFn2 بپردازد، پیدا کند. 
اگرچه ارتباط بین کبد چرب غیرالکلی و بیماری قلبی عروقی 
در تحقیقات بررسی شده است، اما مکانیسم آن به خوبی روشن 
نشده است. مطالعات نشان دادند افزایش سطح اکسیداتیو ناشی 
از تولید بیش از حد رادیکال های آزاد، پاسخ های شدید التهابی، 
کاهش ظرفیت آنتی اکسیدان داخل سلولی و القای آپوپتوز سلولی 
احتمالًا به عنوان مکانیسم اصلی پیشرفت بیماری کبد چرب 
غیرالکلی است و ممکن است با مشکلات قلبی ناشی از کبد چرب 

غیرالکلی همراه باشد ]3[. 

7. Cyclooxygenase (COX)

بیماران کبد چرب  بیان کردند  لیو و همکاران  در پژوهشی 
غیرالکلی، در معرض افزایش بیماری های قلبی عروقی هستند و 
ارتباط تنگاتنگی بین بیماری کبد چرب غیرالکلی و مشکلات 
قلبی وجود دارد ]16[. در بیماری کبد چرب افزایش استرس 
و  هم جوشی  پروتئین های  در  تعادل  عدم  باعث  اکسیداتیو، 
و  میتوکندری  ساختاری  به هم ریختگی  باعث  و  شکافت شده 
تجزیه میتوکندری ها و حتی مرگ سلولی می شود ]17[. آرچل 
و همکاران بیان کردند که تغییرات پروتئین های هم جوشی و 

شکافت در بیماری قلبی رخ می دهد ]18[. 

قوی  دو طرفه  ارتباط  یک  که  دادند  نشان  اخیر  مطالعات 
بین بیماری کبد چرب و بیماری های قلبی عروقی وجود دارد. 
به عبارتی، بیماری کبد چرب می تواند منجر به افزایش خطر 
در  محققان   .]19[ شود  قلبی عروقی  بیماری های  به  ابتلا 
تحقیقات زیست پزشکی گزارش کردند یکی از عواملی که باعث 
محافظت در برابر بیماری کبد چرب غیرالکلی می شود، پروتئین 
انسان ها و موش ها، هنگامی که  میتوفیوزین MFn2  است. در 
سطح میتوفیوزین MFn2 کاهش می یابد به این بیماری دچار 
می شوند ]20[. با توجه به موارد ذکرشده، فرض محقق این است 
که تمرین هوازی همراه با مکمل رزوراترول اثر بهتری نسبت 
به هرکدام به تنهایی )تمرین و رزوراترول( بر ژن های هم جوشی 
میوسیت های میتوکندری قلبی داشته باشد. بنابراین هدف از 
پژوهش حاضر بررسی اثر تمرین هوازی همراه با مکمل رزوراترول 
بر بیان MFn1 و MFn2 میوسیت های میتوکندری قلبی در مدل 

حیوانی کبد چرب غیرالکلی بود. 

مواد و روش ها 

نمونه ها 

 روش پژوهش از نوع تجربی است. در این پژوهش تعداد 48 
سر موش صحرایی نر هشت هفته ای از نژاد ویستار به عنوان نمونه 
انتخاب و به مرکز پژوهش منتقل شدند. حجم نمونه مطالعه 
حاضر بر اساس نتایج تحقیقات پیشین، در سطح معنی داری پنج 
درصد )خطای نوع اول( و توان آماری 95 درصد )خطای نوع 
دوم( و با استفاده از نسخه 18/2/1 نرم افزار Medcalc )هشت 
سر موش در هر گروه( تعیین شد. معیار ورود به مطالعه حاضر 
شامل نر بودن موش ها، سلامت کامل موش ها و عدم استفاده از 

هرگونه دارو بود. 

و  تمرینی  پروتکل  اجرای  عدم  مطالعه  از  خروج  معیار 
مصرف نکردن مکمل، مؤنث بودن و آسیب حین اجرای تمرین بود. 
حیوانات در دمای 2±22 درجه سانتی گراد، رطوبت 5 ± 55 درصد 
و چرخه تاریکی به روشنایی 12:12 ساعته نگهداری شدند. در 
تمام مدت آب و غذا )به صورت پلت( به اندازه کافی و آزادانه 
با حیوانات، مطابق کمیته  دریافت کردند. موازین اخلاقی کار 
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تأیید شد.  و  آزاد اسلامی واحد ساری رعایت  اخلاقی دانشگاه 
پس از انتقال موش های صحرایی به آزمایشگاه، القای کبد چرب 
با فعالیت ورزشی روی تردمیل مخصوص  غیرالکلی و آشنایی 
جوندگان، به طور تصادفی به دو گروه بیمار و کنترل ـ سالم 
)CN( تقسیم شدند. موش های صحرایی در گروه کنترل به مدت 
شش هفته تحت رژیم غذایی استاندارد )شامل 12 درصد چربی، 
57 درصد کربوهیدرات، 28 درصد پروتئین، و 3 درصد سایر 
موارد( قرار گرفتند، در حالی که جهت القای NAFLD در موش ها، 
حیوانات به مدت شش هفته تحت رژیم غذایی پرچرب )شامل 
22 درصد چربی، 50 درصد کربوهیدرات، 24 درصد پروتئین 
و 4 درصد سایر موارد( قرار گرفتند ]21[. موش های صحرایی 
 ،)NAFLD( گروه بیمار مجدداً به پنج زیر گروه تجربی شامل: بیمار
شم )SHAM(، تمرین ـ بیمار )P(، مکمل ـ بیمار )SUPNAF( و 
تمرین ـ مکمل ـ بیمار )TRSUPNAF( تقسیم شدند. موش های 
صحرایی گروه تمرین، یک برنامه هشت هفته ای )پنج روز هفته( 
تمرین هوازی را اجرا کردند، در حالی که دیگر موش های صحرایی 

در هیچ برنامه تمرینی شرکت داده نشدند.

پروتکل تمرین 

موش های  برای  را  هوازی  تمرین  پروتکل   1 شماره  جدول 
صحرایی مبتلا به NAFLD نشان داده است. قبل از شروع تمرین 
اصلی و به منظور آشنایی با چگونگی فعالیت توسط تردمیل، 
موش های صحرایی گروه های تمرین و گروه مکمل ـ تمرین در 
یک هفته طی پنج جلسه، به مدت پنج دقیقه با سرعت 8 تا 10 
متر بر دقیقه با شیب صفر فعالیت داشتند. برنامه تمرین اصلی به 
مدت هشت هفته بود؛ بدین صورت که در هفته آغازین با سرعت 
15 متر بر دقیقه، زمان 5 دقیقه شروع و هر جلسه به سرعت، 1 تا 
2 متر بر دقیقه و به زمان نیز 2 تا 4 دقیقه افزوده شد؛ به طوری 
که در هفته چهارم سرعت به 20 متر بر دقیقه و زمان به 60 
دقیقه رسید. شدت و زمان تمرین تا هفته آخر ثابت ماند ]22[. 
همچنین پنج دقیقه قبل و بعد از تمرین برای گرم و سرد کردن 

حیوانات در نظر گرفته شد.

نحوه مصرف رزوراترول

میزان یک گرم پودر رزوراترول )شرکت نوترابیو آمریکا، با درجه 
با غلظت 10 میلی گرم  فارماکولوژی و خلوص 99/87 درصد( 

برای هربار تجویز  به عنوان استوک ساخته شد.  در میلی مول 
 10 DMSO یا اتانول هفت درصد  رزوراترول، 100 میکرولیتر 
درصد در آب به ازای هر موش  صحرایی تهیه و رزوراترول را در آن 
معلق و تجویز شد. برای کاهش درصد خطا برای کلیه آزمودنی ها 
محلول به صورت یک جا تهیه شد و در گروه های SUPNAF و 
TRSUPNAF با دُز 20 میلی گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن 
)رأس ساعت 9 صبح( به صورت درون صفاقی به مدت هشت 

هفته به نمونه ها تزریق شد ]23[.

روش نمونه گیری از بافت قلب و اندازه گیری متغیر ها

پس از اعمال متغیر مستقل، تمام نمونه ها با شرایط کاملًا مشابه 
و در شرایط پایه )48 ساعت پس از آخرین جلسه تمرینی و 12 
تا 14 ساعت ناشتایی( با تزریق داخل صفاقی ترکیبی از کتامین8 
)60 میلی گرم / کیلوگرم وزن بدن( و زایلازین9 )5 میلی گرم / 
کیلوگرم وزن بدن( بیهوش شدند. بافت مدنظر بلافاصله پس از 
 RNA جداسازی و شست و شو با سالین فوراً در تیوب های حاوی
later جهت جلوگیری از تخریب RNA قرار داده شد و به نیتروژن 
درجه  منهای 80  دمای  در  یخچال  در  سپس  و  منتقل  مایع 
سانتی گراد تا زمان اندازه گیری نگهداری شد. برای جلوگیری از 
تأثیر آهنگ شبانه روزی، نمونه گیری از ساعت 8 آغاز و 11:30 به 
اتمام رسید. برای بررسی بیان MFn1 و MFn2 در هر گروه از 
تکنیک PCR Real Time استفاده شد. ابتدا طراحی پرایمر انجام 
 cDNA 10 کل از بافت ها استخراج شد و به RNA شد و سپس
تبدیل شد. سپس cDNA به روش PCR تکثیر شد و از نظر بیان 

ژن های ذکر شده مورد بررسی قرار گرفت.

MFn2 و MFn1 روش اندازه گیری بیان

جدول شماره 2 الگوی پرایمر را نمایش می دهد.

RNA استخراج

RNA با استفاده از کیت کیاژن )آلمان( و مطابق با دستورالعمل 
شرکت سازنده استخراج شد.

8. Ketamine
9. Xylazine
10. Ribonucleic acid

جدول 1. پروتکل تمرینی هوازی برای موش های صحرایی مبتلا به کبد چرب غیرالکلی

هشتمهفتمششمپنجمچهارمسومدوماولهفته

520406060606060مدت )دقیقه(

1517192020202020شدت )متر بر دقیقه(
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Real time-PCR انجام

پس از استخراج RNA با خلوص و غلظت بالا از تمامی نمونه های 
مورد مطالعه، مراحل سنتز cDNA طبق پروتکل شرکت سازنده 
)Fermentas, USA( انجام گرفت و سپس cDNA سنتز شده 
جهت انجام واکنش رونویسی معکوس مورد استفاده قرار گرفت. 
ابتدا کلیه پرایمر های طراحی شده مربوط به تمامی ژن ها، مورد 
بررسی قرار گرفت و سپس بررسی بیان ژن ها با استفاده از روش 

کمّی q-RT PCR انجام گرفت.

تجزیه و تحلیل آماری

پس از تأیید توزیع نرمال داده ها با استفاده از آزمون شاپیرو 
ویلک و همگنی واریانس ها توسط از آزمون لون، برای تجزیه 
از آزمون تحلیل واریانس یک طرفه و آزمون  و تحلیل آماری 
میانگین  به صورت  داده ها  تمام  شد.  استفاده  توکی  تعقیبی 
± انحراف معیار ارائه شد. محاسبات با استفاده از نسخه 16 
نرم افزار آماری SPSS انجام شد و سطح معنی داری آزمون ها 

P≤ 0/05 در نظر گرفته شد.

یافته ها 

  تجزیه و تحلیل داده ها نشان داد تفاوت معنی دار در میزان 
تغییرات بیان MFn1 کاردیومیوسیت ها بین گروه های مختلف 
نتایج   .)3 شماره  )جدول   )F=11/743 ،P=0/000( دارد  وجود 
 NAFLD با  CN آزمون تعقیبی توکی نشان داد بین گروه های

تفاوت   )P=0/001(  P و   )P=0/001(  SHAM  ،)P=0/001(
 SUPNAF با NAFLD معنی داری وجود دارد. همچنین بین گروه
)P=0/002( و TRSUPNAF )P=0/017( و بین گروه SHAM با 
P=0/002( SUPNAF( و TRSUPNAF )P=0/015(؛ همچنین 
معنی داری  اختلاف   )P=0/013(  TRSUPNAF و   P گروه  بین 

مشاهده شد )تصویر شماره 1(. 

میزان  در  معنی دار  تفاوت  حاضر،  پژوهش  نتایج  دیگر  از 
تغییرات بیان MFn2 کاردیومیوسیت ها بین گروه های مختلف 
وجود داشت )F=27/482 ،P=0/000( )جدول شماره 3(. نتایج 
 NAFLD با  CN آزمون تعقیبی توکی نشان داد بین گروه های
تفاوت   )P=0/001(  P و   )P=0/001(  SHAM  ،)P=0/001(
 SUPNAF با NAFLD معنی داری وجود دارد. همچنین بین گروه
SUP- با SHAM گروه ،)P=0/000( TRSUPNAF و )P=0/000(

 P بین گروه و   )P=0/000( TRSUPNAF و  )P=0/000( NAF
با P=0/000( SUPNAF( و TRSUPNAF )P=0/000( اختلاف 

معنی داری مشاهده شد )تصویر شماره 2(. 

بحث

در   MFn2 و   MFn1 بیان  داد  نشان  حاضر  پژوهش  نتایج 
گروه موش های مبتلا به کبد چرب نسبت به گروه سالم کاهش 
 NAFLD معنی داری داشت. علت کاهش این شاخص ها در بیماران
با گروه سالم ممکن است به دلیل عدم تعادل پروتئین هم جوشی 
در گروه بیمار باشد. کاهش تعادل بین پروتئین های هم جوشی 
در بیماری کبد چرب به دلیل افزایش چربی بوده که موجب 

MFn2 و MFn1 جدول 2. الگوی پرایمر

Genes Sequence (5’ → 3’)

F MFn1 CTC CTG TAA TCT TGC CTG

R MFn1 ATC GGA TCT TTT TTG TTT CAG C

F MFn2 ATG TCT GTG TGT CAC TTC C

R MFn2 CAA TGA CCC ACT GTG AGA TGA

جدول 3. مقایسه متغیرها در پس آزمون بین گروه ها

.dfFSigمتغیر

MFn1
5بین گروه ها

11/7430/000*

47درون گروه

MFn2
5بین گروه ها

27/4820/000*

47درون گروه

* معنی داری آماری در آزمون تحلیل واریانس یک طرفه
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اختلال در عملکرد میتوکندری می شود ]6 ,5[. افزایش سنتز 
اسیدهای چرب کبدی، عامل مهمی در پاتوژنز کبد چرب به شمار 
می رود ]24[. مطالعات، ارتباط قوی بین بیماری کبد چرب و 
بیماری های قلبی را نشان داده اند ]ROS .]25 بیش از حد ناشی از 
کبد چرب، منجر به تحریک آپوپتوز و نکروز قلبی می شود ]26[. 
لیو و همکاران در پژوهشی روی موش های صحرایی نر مدل کبد 
چرب گزارش کردند که میزان پروتئین MFn1، MFn2 کاهش 
می یابد ]16[. گرینه و همکاران نیز در یک پژوهش که به بررسی 
رژیم غذایی پرچربی روی موش های صحرایی نر پرداختند اعلام 
کردند که میزان پروتئین MFn1 و MFn2 کاهش می یابد ]27[. 

 MFn2 اختلال در عملکرد میتوکندری باعث مهار NAFLD در
شده، در نتیجه تنفس میتوکندری میوسیت های قلبی کاهش 
یافته و حساسیت به استرس اکسیداتیو افزایش می یابد ]11[. 
ژائو و همکاران بیان کردند حذف MFn2 در قلب موش ها باعث 
اختلال در متابولیسم چربی و کاهش تنفس میتوکندری می شود 
 MFn1 28[. همچنین در پژوهش های دیگر بیان شد که حذف[
تکه تکه شدن  به  منجر  بزرگسال  موش های  قلب  در   MFn2 و 
منجر  درنهایت  و  میتوکندری  تنفس  در  اختلال  میتوکندری، 
می دهد  نشان  این ها  که  می شود  کشنده  کاردیوکیوپاتی  به 

قلب ضروری  میتوکندری  طبیعی  عملکرد  برای  میتوفیوژن ها 
هستند ]28[. 

برخلاف یافته های این پژوهش، جانگ و همکاران در پژوهشی 
پرچربی  غذایی  رژیم  تحت  چاق  صحرایی  موش های  روی 
 )MFn1، MFn2( هم جوشی  پروتئین های  میزان  دادند  نشان 
بدون تغییر بود ]29[. به نظر می رسد که کاهش پروتئین های 
هم جوشی در این پژوهش، در گروه بیمار نسبت به گروه سالم، 
به دلیل افزایش استرس اکسیداتیو است. افزایش اسیدهای چرب 
باعث تحریک متابولیسم شده و موجب افزایش استرس اکسیداتیو 
و التهاب می شود ]8[. مطالعات اخیر نشان می دهد افزایش سطح 
اکسیداتیو ناشی از تولید بیش از حد رادیکال های آزاد به عنوان 
یکی از مکانیسم هایی است که باعث افزایش مرگ سلولی شده 
و کاهش سطح آنتی اکسیدان سبب پیشرفت بیماری کبد چرب 

غیرالکلی می شود ]30[.

از دیگر نتایج پژوهش حاضر افزایش معنی دار بیان MFn1 و
MFn2 در گروه های عصاره و تمرین ـ عصاره نسبت به گروه 
بیمار بود. با این حال، افزایش بیان MFn1 و MFn2 در گروه 
تمرین معنی دار نشد. افزایش میزان این پروتئین ها در نتیجه 
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فعالیت های ورزشی طولانی مدت توسط چندین پژوهش نشان 
داده شد ]32 ،31[. مک لینز و همکاران )2017( در پژوهشی 
گزارش کردند فعالیت ورزشی طولانی مدت باعث افزایش پروتئین 
MFn2 می شود ]33[. کونپکا و همکاران نیز بیان کردند فعالیت 
ورزشی طولانی مدت باعث افزایش مقدار MFn1 می شود ]34[. 

فزاینده ای  طور  به  میتوکندری،  مورفولوژی  و  پویایی 
توسط   -O2 می شود.  تنظیم  اکسیژن  فعال  گونه های  توسط 
پراکسیددیسموتاز، به پراکسیدهیدروژن )H2O2( تبدیل می شود، 
که با فعال شدن NRF2 )عامل فاکتور رونویسی( منجر به افزایش 
هم جوشی می شود ]36 ،35[. علاوه بر این مسیر سیگنالینگ، ژن 
PGC-1α تنظیم کننده MFn1 و MFn2 است ]37[. رونویسی 
تنظیم   11 ERRα طریق  از   PGC-1α توسط   MFn1 ،MFn2
می شود ]38[. فعالیت ورزشی نقش مهمی در تنظیم هم جوشی 
ورزشی  فعالیت  دارد.  استرس اکسیداتیو  مسیر  از  میتوکندری 
یا  افزایش ظرفیت  و  التهابی  منظم سبب کاهش شاخص های 
فعالیت آنتی اکسیدانی و کاهش استرس اکسیداتیو می شود ]5[. 

کاهش غلظت شاخص های استرس اکسیداتیو با افزایش بیان 
ژن های MFn1 و MFn2 همراه است که باعث افزایش فعالیت 
برخی  این،  وجود  با   .]39[ می شود  میتوکندری  هم جوشی 
پژوهش ها با نتایج این تحقیق هم خوانی ندارد. فینگ ]40[ و 
واکلزما ]41[ بیان کردند که فعالیت ورزشی طولانی مدت باعث 
کاهش مقدار MFn2 می شود. مارتن و همکاران نیز نشان دادند 
فعالیت ورزشی طولانی مدت باعث کاهش پروتئین MFn2 در 
نوع  در  تفاوت  شاید   .]42[ می شود  موش ها  اسکلتی  عضلات 
آزمودنی ها، شدت، مدت و نوع بافت تشریح شده، علت تفاوت در 

نتیجه پژوهش های بیان شده با تحقیق حاضر باشد.

یافته های ما نشان می دهد تجویز رزوراترول در کنار تمرین 
ورزشی هوازی تأثیر درمانی بیشتری بر افزایش بیان MFn1 و 
MFn2 قلبی نسبت به تمرین به تنهایی دارد. همچنین رزوراترول 
نیز باعث افزایش معنی دار در میزان بیان این پروتئین ها نسبت به 
گروه بیمار شد. مطالعات مختلف نشان داد استفاده از رزوراترول 
با کاهش تولید ROS و کاهش بیان سایتوکاین های التهابی و 
وضعیت  بهبود  و  ضد التهابی  شاخص های  افزایش  همچنین 
آنتی اکسیدانی همراه است ]13[. در پژوهش حاضر نیز مصرف 
استرس  و  التهابی  شاخص های  کاهش  طریق  از  رزوراترول 
اکسیداتیو و همچنین افزایش عوامل آنتی اکسیدانی سبب بهبود 

بیماری NAFLD شد ]23[. 

فاکتورهای  و   12AMPK فعال کردن  با  رزوراترول  نظر،  به 
رونویسی میتوکندری، باعث ایجاد بیوژنز میتوکندری می شود 

11. Estrogen-Releted Receptor Alpha
12. AMP-activated protein kinase

]43[. به نظر می رسد انجام فعالیت ورزشی هوازی در کنار مصرف 
مکمل های آنتی اکسیدانی از جمله رزوراترول کمک زیادی در 
مهار تولید رادیکال های آزاد و استرس اکسیداتیو در سلول های 
بافت قلبی بیماران NAFLD دارد و از این طریق باعث افزایش بیان 
ژن های هم جوشی MFn1 و MFn2 می شود. از محدودیت های 
پژوهش حاضر، اندازه گیری دیگر شاخص های مربوط به پویایی 
میتوکندری به ویژه شاخص های مربوط به شکاف میتوکندری بود 
که می توانست درک بهتری از پویایی میتوکندری میوسیت های 
قلبی ارائه دهد. از آنجای که بیماری NAFLD به صورت درازمدت 
ثأثیرات خود را به جای می گذارد، شاید طول دوره پژوهش در 
تحقیق حاضر از محدودیت های مهم دیگر برای بررسی دقیق 
اثرات تمرین ورزشی و مصرف رزوراترول بر این بیماری باشد. 
دوره های  از  بعدی  پروتکل های  در  می شود  توصیه  بنابراین 

طولانی تر استفاده شود.

 نتیجه گیری

  نتایج مطالعه حاضر نشان داد درمان ترکیبی تمرین ورزشی 
هوازی با رزوراترول، سبب افزایش بیان MFn1 و MFn2 بافت 
قلب موش های صحرایی نر NAFLD شد. احتمالًا ترکیبی از تمرین 
هوازی و رزوراترول می تواند از طریق تغییر در بیان شاخص های 
هم جوشی میتوکندری، عوامل آپوپتوز ناشی از استرس اکسیداتیو 

را در بیماران NAFLD تعدیل کند.
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