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Abstract 
Introduction: Death from cardiovascular diseases is one of the leading causes of 
death in the elderly; Although the role of exercise and herbs in heart health has been 
reported, their cellular-molecular mechanisms are not yet well understood. 
Therefore, the aim of the present study was to investigate the effect of eight weeks of 
continuous exercise with moderate intensity and intense periodicity along with 
spring orange (Ca) consumption on some markers of mitochondrial biogenesis in the 
heart tissue of elderly rats. 
Method: In this experimental study, 49 elderly female rats (18-16 months old, 
weighing 280-320 g) were randomly assigned to (1) control, (2) sham (orange spring 
solvent), (3) Orange Spring, (4) Continuous Exercise, (5) Periodic Exercise, (6) 
Continuous Exercise + Orange Spring and (7) Periodic Exercise + Orange Spring 
were divided. Periodic exercises were performed with an intensity of 85-110% 
VO2max and a speed of 31-45 m / min and moderate-intensity continuous training 
(MICT) exercises with an intensity of 65% VO2max at a speed of 25-25 m / min; 
Orange spring consumption was 300 mg / kg / day peritoneally. Expression levels of 
peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator (PGC-1α), sirtoin 1 
(SIRT1) and sirtoin 3 (SIRT3) were measured in cardiac tissue. One-way analysis of 
variance with Tukey post hoc test was used to analyze the results (P≤0.05). 
Results: There was a significant difference in the values of PGC-1α, SIRT1 and SIRT3 
in the study groups (P ≤ 0.05). The expression levels of cardiac PGC-1α and SIRT1 
in the continuous, intermittent and orange spring exercise groups were not 
significantly different from the control group. But in the periodic training group, 
SIRT3 levels were significantly higher than the sham group (P ≤ 0.05). Also, the levels 
of PGC-1α, SIRT1 and SIRT3 in the groups of continuous training + spring orange 
and periodic training + spring orange were significantly higher than the control group 
(P ≤ 0.05). Increased expression of PGC-1α in the combined group of continuous 
exercise + spring orange was more favorable than the other groups. However, the 
increase in SIRT3 in exercise groups, especially periodic exercise, was more than 
other groups (P ≤ 0.05). 
Conclusion: Periodic and continuous exercise with orange spring extract seems to 
improve mitochondrial biogenesis in the heart tissue of elderly rats.  
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 بر بهارنارنج مصرف با همراه شدید تناوبی و متوسط شدت با تداومی تمرین هفته هشت اثر
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 چکیده
 ورزشی تمرینات نقش اگرچه ؛رودیم شمار به سالمندان مرگ دلایل نیترعمده از یکی عروقی -قلبی يهايماریب اثر بر مرگ: مقدمه

 هدف ذال. است نشده شناخته خوبی به هنوز هاآن مولکولی-سلولی مکانیسم ولی است، شده گزارش قلب سلامت در دارویی گیاهان و
 برخی بر) Ca( بهارنارنج مصرف با همراه شدید تناوبی و متوسط شدت با تداومی تمرین هفته هشت اثر بررسی حاضر مطالعه

 .بود سالمند صحرایی يهاموش قلب بافت در میتوکندریایی بیوژنز ينشانگرها
 تصادفی طور به) گرم 320-280 وزن و ماهه، 18-16 سن( سالمند ماده صحرایی موش سر 49 تعداد تجربی مطالعه این در :کار روش

 بهار+تداومی تمرین) 6( تناوبی، تمرین) 5( تداومی، تمرین) 4( نارنج، بهار) 3( ،)نارنج بهار حلال( شم) 2( کنترل،) 1( يهاگروه به
 دقیقه بر متر 45-31 سرعت و 2maxVO درصد 110-85 شدت با تناوبی تمرینات. شدند تقسیم نارنج بهار+تناوبی تمرین) 7( و نارنج

 mg/kg/day میزان به نارنج بهار مصرف شد؛ انجام دقیقه بر متر 25-20 سرعت با 2maxVO درصد 65 شدت با تداومی تمرینات و
 1 سیرتوئین ،)PGC-1α( آلفا کواکتیویتور با شده فعال گاما زوم پروکسی گیرنده یژنانیب مقادیر. بود صفاقی صورت به 300

)SIRT1 (3 سیرتوئین و )SIRT3 (راههکی واریانس آنالیز آزمون از هاافتهی تحلیل و تجزیه جهت. شد گیري اندازه قلب بافت در 
 ).P≥05/0شد ( استفاده توکی تعقیبی آزمون همراه به

 بیان مقادیر). P≥05/0( داشت وجود تحقیق يهاگروه در SIRT3 و PGC-1α، SIRT1 مقادیر در داري معنی تفاوت :هایافته
PGC-1α و SIRT1 روهگ در ولی. نداشت کنترل گروه با داري معنی تفاوت نارنج بهار و تناوبی تداومی، تمرین يهاگروه در قلبی 

 و PGC-1α، SIRT1 مقادیر همچنین). P≥05/0( بود بالاتر داري معنی طور به گروهشم به نسبت SIRT3 سطوح تناوبی تمرین
SIRT3 05/0( بود کنترل گروه از بالاتر داري معنی طور به بهارنارنج+تناوبی تمرین و بهارنارنج+تداومی تمرین يهاگروه در≤P .(

 يهاگروه در SIRT3 افزایش ولی. بود هاگروه سایر از از معنادارتر بهارنارنج+تداومی تمرین ترکیبی گروه در PGC-1α بیان افزایش
 ).P≥05/0( بود هاگروه سایر از بیشتر تناوبی تمرین ویژه به تمرین
 بافت در میتوکندریایی بیوژنز بهبود موجب نارنج بهار عصاره مصرف با همزمان تداومی و تناوبی تمرین رسدیم نظر به :گیري نتیجه

 .گردندیم سالمند صحرایی يهاموش قلب

 :کلیدي واژگان
 تمرین

 نارنج بهار
 میتوکندریایی بیوژنز
 قلب

 سالمندي
ا

مقدمه
 که ياگونهجمعیت سالمندي جهان به سرعت رو به افزایش است، به 

 09/9سال از  65جمعیت سالمندان بالاي  دهندیمآمار و ارقام نشان 
 .]1[ برسد 2050درصد در سال  67/16به  2019درصد در سال 

جسمی و روحی منجر به افزایش  يهايماریبسالمندي با ابتلا به 
و به عنوان یک مشکل اصلی براي  گرددیمدرمانی  يهانهیهز

. ]2[ درمانی در جهان شناخته شده است-بهداشتی يهاسازمان
عروقی یکی از  –قلبی  يهايماریبهمچنین مرگ و میر بر اثر 

بطوري که حدود  رودیمدلایل مرگ در سالمندان به شمار  نیترعمده
گزارش شده قلبی  يهايماریبدرصد از مرگ سالمندان به خاطر  20

قلبی در سالمندان  يهايماریبعوامل زیادي در پاتولوژي  .]3, 1[است 
کاهش کارایی سیستم آنتی  دهندیمدخیل است، اما مطالعات نشان 

) منجر RONS( فعال اکسیژن و نیتروژن يهاگونهاکسیدانی و افزایش 
و این امر به مرور با  شودیمبه کاهش توان میتوکندري در تولید انرژي 

افزایش استرس اکسیداتیو همراه است و در نهایت به آپوپتوز، التهاب و 
افزایش استرس  .]4[ شودیماختلال عملکرد ماهیچه قلب منجر 

به  ATP نسبت گوناگونی مانند کاهش يرهایمساز  تواندیماکسیداتیو 
ADP دینوکلئوتيد، کاهش نیکوتین آمید )NAD موجب کاهش (
 1مانند سیرتوئین  +NADاستیل زداي وابسته به  يهانیپروتئ

 پژوهشیمقاله 

mailto:abedi@iaumahallat.ac.ir
http://dx.doi.org/10.52547/nkums.14.2.11
https://orcid.org/0000-0002-3722-0758
https://orcid.org/0000-0002-6558-5469
https://orcid.org/0000-0002-4012-6199


 

13 

 1401 تابستان ،2 شماره ،14 دوره ،دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی مجله

)SIRT1 در میتوکندري ( 3) در هسته سلول، سیرتوئینSIRT3 ،(
PGC-( آلفا -1گاماي فعال شده با کواکتیویتور پروکسی زوم  گیرنده

1α ،(ياهستهمسئول تنفس  يهانیپروتئ )NRFs کاهش ،(
) و نقص عملکرد SOD2( میتوکندریایی 2سوپراکسید دیسموتاز 

جه به افزایش جمعیت . با تو]6, 5[ میتوکندریایی در بافت قلب گردد
 يهايماریببراي پیشگیري از ابتلا به  مؤثر يراهکارهاسالمندي ارائه 

محققین  رونیا؛ از رسدیمعروقی در سالمندان ضروري به نظر -قلبی
منظم و طولانی مدت به عنوان  يهاتیفعالکه انجام  انددهیعقبر این 

، بهبود توان قندها ،هایچربراه موجب بهبود متابولیسم  نیترنهیهزکم 
یمهوازي، عملکرد جسمی، بهبود کیفیت زندگی در شرایط سالمندي 

. اعتقاد بر این است که فعالیت ورزشی با مکانیسم افزایش ]7, 2[ گردد
، و در ادامه حلقوي شده AMPکاتکولامین ها موجب فسفوریلاسیون 

منجر ) AMP )AMPKبه فعال شدن پروتئین کیناز فعال شده توسط 
و پس از آن این پروتئین  شودیمفسفریله  PGC-1α ادامه؛ در شودیم
، گذار باشد ریتأثمیتوکندري  بیوژنزبه طور مستقیم در  تواندیم

به فعال  NADHبه  +NADهمچنین این پروتئین با تغییر در نسبت 
 کندیمروند بیوژنز میتوکندري را تسریع  SIRT1و  SIRT3سازي 

تمرینات ورزشی وابسته به نوع، شدت و مدت  ریتأثبا این حال . ]8[
زمان تمرین بوده و مکانیسم نوع تمرینات ورزشی بر این مکانیسم 

. در این زمینه ]7[سلولی مولکولی هنوز به خوبی شناخته نشده است 
) موجب HIITمحققین نشان دادند شش هفته، تمرین تناوبی شدید (

، سیترات سنتتاز، بتاهیدروکسیل کو SIRT1 افزایش مقادیر عضلانی
یآزمودندر  PGC-1αاکسیداز و  Cدهیدروژناز، سیتوکروم  Aآنزیم 

هفته تمرین شنا موجب افزایش  12؛ همچنین ]9[انسانی گردید  يها
و پروتئین خانواده سرچنگالی  SIRT1 ،PGC-1α ،AMPKسطوح 

– 3 A )FOXO3a صحرایی سه  يهاموش) در عضله دوقلو و نعلی
در  يامطالعه؛ همچنین در ]10[ماهه گردید  18ماهه و  12ماهه، 

و تمرین تداومی با شدت متوسط  HIITمقایسه هشت هفته تمرین 
)MICTن نشان دادند که ) محققیSIRT1  در هر دو نوع تمرین

 يهاموشدر کبد  PGC-1αو  SIRT3ولی افزایش  ابدییمافزایش 
 .]11[معنی دار نبود  2صحرایی مبتلا به دیابت نوع 

علیرغم نقش مطلوب فعالیت بدنی ناشی از سازگاري طولانی مدت با 
تمرینات ورزشی در سالمندان، مطالعاتی نیز عنوان کردند که تمرینات 

 استرس ينشانگرهاباعث افزایش  توانندیمورزشی کوتاه مدت و شدید 
آسیبی براي فرد سالمند باشد  تواندیماکسیداتیو شوند که این عامل 

توجه محققین به استفاده از آنتی اکسیدان هاي  راًیاخ؛ از این رو ]12[
. ]2[بدنی جلب شده است  يهاتیفعالطبیعی و گیاهان دارویی در کنار 

 Citrus) با نام علمی Caاز میان گیاهان دارویی بهار نارنج (
aurantium L.  براق و معطر،  ییهابرگمتر، با  5-4درختی با ارتفاع

و فنول ها و فلاونوئید  دهایاس، انواع استات، هاالکل، هادروکربنیهحاوي 
مانند سر  هايماریبها است که در طب سنتی براي درمان برخی از 

 گرفتهیمدرد، درد سینه، رفع تپش قلب و اضطراب مورد استفاده قرار 
. در این زمینه محققین جهت بررسی اثرات آنتی اکسیدانی ]13[است 

میلی گرم بر کیلوگرم عصاره  300و  100گرفتند که  بهار نارنج، نتیجه
اتانولی بهارنارنج به صورت صفاقی موجب افزایش سطوح سرمی ویتامین 

C ،E ،SOD ،ATPaseکاتالاز، کاهش مالون دي آلدئید ، )MDA (
؛ ]14[گردید  K2Cr2O7 معرضصحرایی بالغ در  يهاموشدر 

میلی گرم بر کیلوگرم بهار نارنج به صورت صفاقی با  300همچنین 
و پروتئین کربونیل  MDAهدف اثرات محافظت قلبی موجب کاهش 

؛ ]13[گردید  K2Cr2O7صحرایی در معرض  يهاموشدر بافت قلب 
موجب  تواندیمهمچنین محققین اشاره نمودند که عصاره بهار نارنج 
. علی رغم ]15[مهار استرس اکسیداتیو ناشی از فلزات سنگین شود 

اثرات آنتی اکسیدانی عصاره بهار نارنج، مطالعات محدودي در ارتباط با 
اثرات بیوژنز میتوکندریایی این گیاه دارویی در بافت قلب مشاهده نشد؛ 

یت سالمندي و اهمیت یافتن از سویی با توجه به روند رو به رشد جمع
بهترین نوع تمرین ورزشی که هنوز نتایج متناقضی در ارتباط با آن 

انجام مطالعات بنیادي که بتواند در  رسدیم؛ به نظر شودیمگزارش 
شرایط سالمندي با بهره گیري از آنتی اکسیدان طبیعی، از تمرینات با 

همراه با بهار  HIITو  MICTشدت بالا بهره گیرد و یا اثر تعاملی 
نارنج را بر بیوژنز میتوکندریایی در بافت قلب مورد بررسی قرار دهد 

. از این رو مطالعه حاضر با هدف اثر هشت هفته رسدیمضروري به نظر 
تمرین تداومی کم شدت و تناوبی شدید همراه با مصرف بهارنارنج بر 

حرایی ص يهاشموبیوژنز میتوکندریایی در بافت قلب  ينشانگرهابرخی 
 سالمند انجام شد.

 روش کار
سر موش  56تعداد  1400در این مطالعه تجربی در ابتداي سال 
ماه و محدوده وزنی  18-16صحرایی ماده سالمند با میانگین سنی 

 شگاهی دانشگاهیگرم از مرکز پرورش و تکثیر حیوانات آزما 280-320
تخصصی فیزیولوژي آزاد اسلامی واحد مرودشت تهیه و به آزمایشگاه 

ورزشی این واحد دانشگاهی منتقل شدند. این نکته قابل ذکر است که 
صحرایی در این سن بر اساس منابع انتخاب شدند و به عنوان  يهاموش

. این حیوانات به مدت ]16[موش صحرایی سالمند در نظر گرفته شدند 
یک هفته جهت سازگاري با محیط در آزمایشگاه نگهداري شدند. شرایط 

گراد، درجه سانتی  24تا  22استاندارد نگهداري شامل دماي استاندارد 
) و دسترسی 12/12تاریکی (-درصد، چرخه روشنایی 60تا  55رطوبت 

صحرایی رعایت گردید. در ادامه  يهاموشآزاد به آب و غذاي ویژه 
صحرایی ماده جهت همگن سازي دوره عادت ماهانه بر اساس  يهاموش

انجام شد. در این روش جهت  1395تحقیق صدوقی و همکاران در سال 
میکرو گرم  550صحرایی ماده مقدار  يهاوشمهم سیکل سازي 
میلی گرم پروژسترون به ازاي هر کیلوگرم از وزن  3استرادیول والرات و 

صحرایی در روغن کنجد حل شد و به صورت عضلانی  يهاموشبدن 
ساعت مقدار  36صحرایی تزریق گردید؛ پس از گذشت  يهاموشبه 
میلی لیتر سرم فیزیولوژي توسط سمپلر به ارامی به واژن حیوانات  3/0

تزریق گردید و سپس دو قطره از مایع فوق برداشته و اسمیر واژینال 
 450توسط میکروسکوپ نوري با بزرگنمایی  هانمونهتهیه شد. سپس 

ختلف م يهادورهه به تغییر سلول جنسی در برابر بررسی گردید؛ با توج
 هاسلولصحرایی با دوره یکسان استروس که  يهاموشسیکل ماهانه، 

وکوسیت هستند به عنوان نمونه آماري انتخاب لشاخی شکل و فاقد 
. این نکته قابل ذکر است که به دلیل هم سیکل نشدن ]16[شدند 
 49سر موش صحرایی از دوره تحقیق حذف شدند و در ادامه  7تعداد 
انتخاب شدند. سر موش صحرایی به عنوان نمونه هم سیکل  56سر از 

سري  7گروه  7صحرایی سالمند به طور تصادفی به  يهاموشدر ادامه 
) بهار نارنج 3)، (Sh) شم (حلال بهار نارنج/2)، (Co) کنترل (1( شامل
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)Ca) ،(4) تمرین تداومی کم شدت (MICT) ،(5 تمرین تناوبی (
 تقسیم شدند. HIIT+Ca) 7و HIIT) ،(6 (MICT+Ca )شدید (

 اخلاقیملاحظات 
براساس بیانیه هلسینکی در مطالعه بر روي حیوانات با توجه به حفظ 
زیست و آسایش حیوانات آزمایشگاهی، در این مطالعه حداقل نمونه که 
جهت اجرا و نتیجه گیري صحیح مطالعه لازم بود، گزینش شد. 

 هانمونههمچنین در طی مدت مطالعه شرایط مناسب تغذیه و زندگی 
وه بر رعایت شرایط حمل و نقل، نگهداري و تغذیه مناسب ایجاد شد. علا

که ملزومات تحقیق است، براي رعایت اصول اخلاقی و به حداقل 
رساندن در حیوان ضمن رعایت دوز مناسب محلول کتامین و زایلازین، 
تزریق و جراحی توسط فرد متخصص صورت گرفت. همچنین پژوهش 

) توسط کمیته IR.IAU.M.REC.1400.023حاضر با کد اخلاق (
 و انجام شد. دییتأاخلاق دانشگاه آزاد اسلامی واحد مرودشت 

 تمرینات تداومی کم شدت و تناوبی شدید
صحرایی به مدت یک  يهاموشابتدا براي آشنا سازي با نوارگردان 

متر بر دقیقه، براي سه روز بر روي  8دقیقه در روز با سرعت  5هفته، 
ادامه براي بدست آوردن سرعت بیشینه  نوارگردان راه رفتند. در

متر بر دقیقه  8دقیقه با سرعت  5صحرایی ابتدا براي مدت  يهاموش
دقیقه دو متر به سرعت نوار گردان  3گرم کردند، سپس به ازاي هر 

 2متر بر دقیقه رسید، پس از آن به ازاي هر  18اضافه شد تا سرعت به 
صحرایی افزوده شد تا  يهاموشمتر بر دقیقه به سرعت  3دقیقه 

صحرایی به واماندگی برسند. این نکته قابل ذکر است که  يهاموش
 يهاموشصحرایی به حالتی اطلاق گردید که  يهاموشواماندگی در 

صحرایی از فرط خستگی توان ادامه دویدن نداشته باشند و در فاصله 
. در ]17[ یک دقیقه سه بار متوالی به انتهاي نوارگردان برخورد نمایند

با شدت  HIIT يهاگروهادامه پس از تعیین حداکثر سرعت دویدن؛ 
 31و سرعت  ياقهیدق 1تلاش  7که معادل  2maxVO درصد 110تا  85
 15تلاش و سرعت  6دقیقه و استراحت فعال بین اینتروال ها با بر  متر
 2با افزایش متوسط  جاًیتدراول انجام شد که  يهفتهدقیقه در بر  متر
 بر متر 45 با سرعت ياقهیدق 1تلاش  10دقیقه در هفته به بر  متر

با  )بین اینتروال ها( ياقهیدق 1تلاش  9دقیقه و استراحت فعال با 
هشتم رسید. و تمرین استقامتی با  يهفتهدقیقه در بر  متر 23سرعت 

 متر 20که معادل سرعت  2maxVO درصد 65(MIT) شدت متوسط
به  جاًیتدراول شروع شد که  يهفتهدقیقه در  15دقیقه و زمان بر 

 هشتم رسید. يهفتهدقیقه در  29دقیقه و زمان بر  متر 25سرعت 
 دقیقه برمتر  10دقیقه با شدت  3شروع تمرین با گرم کردن به مدت 

 15دقیقه با شدت  1متر و سرد کردن به مدت  15دقیقه با شدت  2و 
 .]17[ متر در دقیقه به پایان رسید 10دقیقه با شدت  2 متر در دقیقه

 
 صحرایی يهاموشپروتکل تمرین تداومی کم شدت و تناوبی شدید در  .1جدول 

 تمرین هفته
 تمرین تداومی کم شدت تمرین تناوبی شدید

شدت اینتروال 
 شدید

تعداد اینتروال 
 شدید

سرعت در 
 بالاشدت 

شدت اینتروال 
 کم شدت

تعداد اینتروال 
 کم شدت

سرعت در 
 شدت پایین

 زمان سرعت شدت

 15 20 60 15 6 50 31 7 85 اول
 17 20 60 16 6 50 33 7 85 دوم

 19 22 60 17 7 50 35 8 90 سوم
 21 22 60 18 7 50 37 8 95 چهارم
 23 24 65 19 8 55 39 9 100 پنجم
 25 24 65 21 8 55 41 9 100 ششم
 27 25 65 22 9 55 43 10 110 هفتم

 29 25 65 23 9 55 45 10 110 هشتم
ه و زمان بر حسب دقیقه در نظر گرفت ياقهیدقیک  يتکرارهانکته. در تمام طول دوره تمرین شدت بر اساس حداکثر سرعت دویدن، سرعت بر اساس متر بر دقیقه، تعداد اینتروال ها بر اساس 

 .شدیمشد. همچنین زمان گرم کردن و سرد کردن به مدت زمان اصلی تمرین افزوده 
 

 مصرف بهار نارنج
براي تهیه بهار نارنج، این گیاه از محل جهاد کشاورزي شهرستان 

 500در ادامه مرودشت تهیه گردید و سپس در سایه خشک گردید؛ 
درصد و آب خالص  90گرم پودر خشک بهار نارنج با حلال اتانول 

 72) مخلوط گردیدند و با روش پرکولاسیون (به مدت 1به  4(نسبت 
ساعت) استفاده شد. در ادامه جهت استخراج عصاره بهار نارنج محلول 

درجه خشک و  45دوار و سپس با آون با حرارت  خلأدرون دستگاه 
درصد بود. سپس جهت رقیق  2/11شد؛ میزان پودر حاصل  سپس پودر

میلی لیتر سرم  3/6گرم عصاره با  2/1سازي و تزریق عصاره روزانه 
سی سی  3/0و به هر موش صحرایی میزان  دیگردیمفیزیولوژي رقیق 

صحرایی با تعداد  يهاموش. بدین ترتیب شدیماز محلول تزریق صفاقی 
م به ازاي هر کیلوگرم از وزن بدنشان عصاره میلی گر 300سر روزانه  21

. ]19, 18[بهار نارنج را به صورت تزریق درون صفاقی دریافت نمودند 

 ،گروهشمهمچنین این نکته قابل ذکر است که در طول دوره تحقیق 
روزانه حجم معادل محلول عصاره نرمال سالین که حلال عصاره بهار 

 نارنج بود را به صورت روزانه به صورت تزریق صفاقی دریافت کردند.

 روش تشریح و نمونه برداري
ساعت پس از آخرین جلسه تمرین و  48براي نمونه برداري بافت قلب، 

صحرایی توسط ترکیب کتامین  يهاموشساعت ناشتایی،  16در حالت 
بیهوش شدند. پس از اطمینان از بیهوشی  1به  3و زایلوزین به نسبت 

صحرایی با استفاده از آزمون فشردن دم و پا و اطمینان  يهاموشکامل 
موش صحرایی با دقت باز گردید، پس  يانهیسامل، حفره از بیهوشی ک

 صحرایی به يهاموشدیگر بافت قلب  يهابافتاز کنترل و کنار زدن 
فریز گردید و تا زمان  –C˚70دقت استخراج گردید و بلافاصله در دماي 

 انتقال به آزمایشگاه سلولی مولکولی در همان دما نگهداري شدند.
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و  PGC-1α ،SIRT1 بیان ژنیاندازه گیري مقادیر 
SITR3 

، بافت قلب با استفاده از هاون و رهایمتغابتدا براي اندازه گیري 
سانترفیوژ هموژن گردید و سپس بر اساس دستور العمل کیت ستونی 

) RNA )FavorPrep™ Tissue Total RNA Mini Kitاستخراج 
 RNAساخت کشور هنگ کنگ عمل شد، براي این کار کل محتویات 

، RNAاستخراج شد. براي اطمینان از کیفیت  (total RNA)سلول 
میکرولیتر از محلول روي ژل آگارز الکتروفورز قرار داده شد و  5مقدار 

 دستگاه نانومتر با 260با استفاده از خاصیت جذب آن در طول موج 
و براي بررسی  RNAشرکت سیگما (ساخت امریکا) خلوص  دراپ پیکو

) استفاده C (μg/μl) = A260× ε× d/1000ل (کیفیت آن باز فرمو
فرمنتاز  کیت در موجود پروتکل طبق cDNAسنتز  شد. در ادامه براي

(K1621) انجام شد. cDNA  سنتز شده جهت انجام واکنش رونویسی
 RevertAid™M-MuLV Reverse آنزیم از استفاده بامعکوس 

transcriptase  نرم توسطمورد استفاده قرار گرفت. ابتدا پرایمرهاي 
شد و براي براي بررسی اختصاصی بودن  طراحی Allele IDv7.8 افزار

 NCBIو کارایی پرایمر ها با استفاده از نرم افزار موجود در سایت 
گاه در دست هانمونه رهایمتغاستفاده شد در ادامه براي بررسی بیان ژنی 

 یمبن نمودارها مشاهده و دستگاه فعالیت اتمام از سپ قرار داده شدند و
 محاسبه با نشرفلورسانس میزان و نظر مورد قطعه تعداد افزایش بر

ΔΔCt ژن کنترل داخلی به نسبت نظر مورد ژن بیان در تغییر میزان 
توالی پرایمرهاي  .گروه کنترل با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد و

 ارائه شده است. 1جدول در  مورد استفاده در مطالعه

 
 توالی پرایمر هاي طراحی شده در تحقیق حاضر. 2جدول 

Genes Primer Sequences Sizes (Bp) 
B2m Forward: 5’- CGTGCTTGCCATTCAGAAA -3’ 244 

 Reverse: 5’-ATATACATCGGTCTCGGTGG -3’  
SIRT1 Forward: 5’- TCCTGTGGGATACCTGACTT-3’ 300 

 Reverse: 5’- AAAGGAACCATGACACTGAATGA -3’  
PGC1a Forward: 5’- CAGAAGCAGAAAGCAATTGAAGA -3’ 230 

 Reverse: 5’- GTTTCATTCGACCTGCGTAAAG -3’  
SIRT3 Forward: 5’- CCCAATGTCGCTCACTACTTCC-3’ 199 

 Reverse: 5’- CGTCAGCCCGTATGTCTTCC -3’  
 

 هادادهروش تجزیه و تحلیل 
با استفاده از  هادادهابتدا توزیع طبیعی  هادادهبراي تجزیه و تحلیل 

با آزمون لون بررسی شد. با  هاانسیوارویلک و برابري -آزمون شاپیرو
توجه برقراري شرط استفاده از آزمون آنالیز واریانس یک راهه، جهت 

از آزمون آنالیز واریانس یک راهه و براي  هاگروهبررسی تفاوت بین 
از آزمون تعقیبی توکی در نرم افزار  هاگروهتعیین محل تفاوت بین 

SPSS  05/0استفاده شد ( 22نسخه≤P(. 

 هاافتهی
یانس یک راهه نشان داد تفاوت معنی داري در نتایج آزمون آنالیز وار
 PGC-1α )P=0.001 ،F=8.02 ،(SIRT1سطوح بیان ژنی 

)P=0.019 ،F=8.49 و (SIRT3 )P=0.001 ،F=14.35 در بافت (
 تحقیق وجود دارد. يهاگروهصحرایی سالمند بین  يهاموشقلب 

 ت معنی داري در سطوح بیاننتایج آزمون تعقیبی توکی نشان داد تفاو
PGC-1α  تمرین تداومی، تمرین تناوبی، بهار نارنج شمیهاگروهقلبی ،

 يهاگروه). اما در P≥0.05( نشددر مقایسه با گروه کنترل مشاهده 
و تمرین تناوبی+بهار نارنج  )P=0.006تمرین تداومی+بهار نارنج (

)P=0.04(  .به طور معنی داري بالاتر از گروه کنترل بودPGC-1α  در
گروه تمرین تداومی+بهار نارنج به طور معنی داري بالاتر از گروه تمرین 

تمرین تداومی+بهار نارنج  يهاگروه). در P=0.009تداومی بود (

)P=0.002و تمرین تناوبی+بهار نارنج ( )P=0.016 به طور معنی (
 ).1شکل هار نارنج بود (داري بیشتر از گروه ب

تمرین تداومی+بهار نارنج  يهاگروهدر  SIRT1سطوح بیان ژنی 
)P=0.002و تمرین تناوبی+بهار نارنج ( )P=0.03 به طور معنی داري (

)، P=0.009بهار نارنج ( يهاگروهبالاتر از گروه کنترل بود. همچنین در 
) و تمرین تناوبی+بهار نارنج P=0.001تمرین تداومی+بهار نارنج (

)P=0.004 به طور معنی داري بالاتر از گروه تمرین تداومی بود. علاوه (
بر این در گروه تمرین تداومی+بهار نارنج به طور معنی داري بالاتر از 

 ).2شکل ) (P=0.03گروه تمرین تناوبی بود (
تمرین تناوبی+بهار نارنج تمرین در گروه  SIRT3سطوح بیان ژنی 
کنترل  يهاگروهبه طور معنی داري بالاتر از  تناوبی+بهار نارنج

)P=0.001(  يهاگروهبود. همچنین در ) تمرین تناوبیP=0.02،( 
) و تمرین تناوبی+بهار نارنج P=0.02تمرین تداومی+بهار نارنج (

)P=0.001 بود. علاوه بر این در  گروهشم) به طور معنی داري بالاتر از
گروه تمرین تناوبی+بهار نارنج به طور معنی داري بالاتر از گروه تمرین 

) بود؛ همچنین در P=0.02( یتناوب) و تمرین P=0.002( یتداوم
)، تمرین تداومی+بهار نارنج P=0.007( یتناوبتمرین  يهاگروه

)P=0.009و تمرین تناوبی+بهار نارنج ( )P=0.001عنی ) به طور م
داري بالاتر از گروه بهار نارنج بود؛ همچنین گروه تمرین تناوبی+بهار 
نارنج به طور معنی داري بالاتر از گروه تمرین تداومی+بهار نارنج بود 

)P=0.012) ( 3شکل.( 
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 تحقیق يهاگروهصحرایی سالمند در  يهاموشدر بافت قلب  PGC-1αسطوح بیان ژنی . 1شکل 

Co گروه کنترل؛ :Sh :؛ گروهشمMICT تمرین تداومی با شدت متوسط؛ :HIIT تمرین تناوبی شدید؛ :Ca بهارنارنج؛ :MICT+Ca تمرین تداومی + بهار نارنج؛ :HIIT+Ca تمرین تناوبی :
 + بهار نارنج

*)P=0.05 ،(** )P=0.01 به گروه ) افزابش معنی دار نسبتCo 
##)P=0.01 ،(###)P=0.001 افزابش معنی دار نسبت به گروه (Sh 
)+P=0.05) ++ ،(P=0.01 افزابش معنی دار نسبت به گروه (Ca 
& )P=0.05 افزایش معنی دار نسبت به گروه (MICT 

 

 
 تحقیق يهاگروهصحرایی سالمند در  يهاموشدر بافت قلب  SIRT1سطوح بیان ژنی  .2شکل 

Co گروه کنترل؛ :Sh :؛ گروهشمMICT تمرین تداومی با شدت متوسط؛ :HIIT تمرین تناوبی شدید؛ :Ca بهارنارنج؛ :MICT+Ca تمرین تداومی + بهار نارنج؛ :HIIT+Ca تمرین تناوبی :
 + بهار نارنج

*)P=0.05 ،(** )P=0.01 افزابش معنی دار نسبت به گروه (Co 
##)P=0.01به گروه  ) افزابش معنی دار نسبتSh 

&& )P=0.01 (و )P=0.001 نسبت به گروه  داریمعن) افزایشMICT 
$$)P=0.01افزایش معنی دار نسبت به گروه ( HIIT 
 



 

17 

 1401 تابستان ،2 شماره ،14 دوره ،دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی مجله

 
 تحقیق يهاگروهصحرایی سالمند در  يهاموشدر بافت قلب  SIRT3سطوح بیان ژنی  .3شکل 

Co گروه کنترل؛ :Sh :؛ گروهشمMICT تمرین تداومی با شدت متوسط؛ :HIIT تمرین تناوبی شدید؛ :Ca بهارنارنج؛ :MICT+Ca تمرین تداومی + بهار نارنج؛ :HIIT+Ca تمرین تناوبی :
 + بهار نارنج

*** )P=0.001 افزابش معنی دار نسبت به گروه (Co 
#)P=0.05 و (###)P=0.001(  افزابش معنی دار نسبت به گروهSh 

)++P=0.01 و () +++P=0.001 افزابش معنی دار نسبت به گروه (Ca 
$ )P=0.05 افزایش معنی دار نسبت به گروه (HIIT 
€ )P=0.05 افزایش معنی دار نسبت به گروه (MICT+Ca 
 

 بحث
 بر يداریمعناثر  تمرین تداومی و تناوبینتایج مطالعه حاضر نشان داد 

صحرایی سالمند  يهاموشقلبی در  SIRT1 و PGC-1αافزایش بیان 
به  گروهشمنسبت به  SIRT3سطوح  HIITاما در گروه  .نداردماده 

بر اساس مطالعات انجام شده یکی از دلایل طور معنی داري بالاتر بود. 
و یکی از  سال پدیده قلب سالمند 65اصلی مرگ و میر افراد بالاي 

هاي غیر  RNAتفاق بیان غیر طبیعی این ا يهاسمیمکان نیتريدیکل
 يهانیپروتئبه نقص بیان بسیاري از  توانندیمکد شونده است که 

میتوکندریایی،  DNAحیاتی درون سلون، آسیب به تلومر، موتاسیون 
میتوکندریایی، کاهش حجم و تعداد  يهانیپروتئاکسیداسیون 

فعال  يهاگونه، افزایش ATPمیتوکندري، کاهش قابلیت سنتز 
؛ گرددیماکسیژن و در کل نقص عملکرد بیولوژیکی سلول قلبی 

متعاقب نقص بیولوژیک به طور سینرژیستی با  ROSهمچنین افزایش 
دیگر اختلالات قلب سالمند موجب افزایش بی رویه اتوفاژي و آپوپتوز 

؛ علاوه بر این محققین بر این اعتقادند که نقص ]1[ شودیمسلول قلبی 
متابولیک مانند تغییر در زیر  يهانیپروتئعملکرد سلول در سنتز 

 PGC-1βو افزایش  PGC-1αبا کاهش زیر واحد  PGC1 يواحدها
شده و همچنین با کاهش شارژ انرژي سلول در شبکه سارکوپلاسمی 

 SIRT3سلول و  DNAدر  SIRT1که به فعال سازي  +NADمقادیر 
مختلف بیوژنز میتوکندري  يرهایمسو  ابدییمدر میتوکندري کاهش 

، کلسیم/کالمودولین و )AMP )AMPKکیناز فعال شده توسط  مثل
همچنین مسیر . ]21, 20[ شودیمستیلاسیونی متوقف دا يهانیپروتئ

در  p38γوابسته به فعال شدن زیر واحد  PGC-1αفعال سازي 
بوده که در شرایط اتوفاژي و استرس اکسیداتیو ناشی  AMPK پروتئین

. با توجه به نقش مطلوب ]22[ ابدییمبه شدت کاهش  هايماریباز 
استقامتی با مکانیسم  يهاتیفعال رسدیمه نظر ورزشی ب يهاتیفعال

، AMPK، فسریلاسیون پروتئین کینازها، cAMPتنظیم افزایشی 
نقش دارند و در ادامه  p38γ MAPK ،PGC-1αفعال سازي زیر واحد 

و  SIRT1مانند کلسیم،  ییهانیپروتئدر فعال سازي  PGC-1αخود 
SIRT3 اطلاعات موجود نشان  اما .]23, 22[ در بافت قلب نقش دارد

متعاقب فعالیت ورزشی به  PGC-1αفعال سازي مسیر  دهدیم
 PGC-1α، نوع زیر واحد حساسیت انسولین و مسیر متابولیسم گلوکز

. وابسته است ]24[فعال شده توسط فعالیت ورزشی، نوع فعالیت ورزشی 
 و PGC-1αدار  نتایج مطالعه حاضر مبنی بر عدم افزایش معنی

SIRT1  اینکونه توجیه نمود که به  توانیمنسبت به گروه کنترل را
 ییرهایمسدر شرایط سالمندي انجام تمرینات ورزشی از  رسدیمنظر 

قابلیت میتوکندري را بهبود بخشد و عدم  تواندیمنیز  PGC-1αبه جز 
. در این ]24[به طول دوره تمرین نیز وابسته باشد  تواندیمبیان آن 

 يهاموشزمینه محققین نشان دادند که متعاقب تمرینات ورزشی در 
همراه بودند  PGC1 يدهاواحصحرایی سالمند که با حذف ژنتیکی زیر 

زنجیره انتقال الکترون موجب بهبود کارایی  يهانیپروتئبا افزایش 
با فعال  تواندیم. همچنین فعالیت ورزشی ]24[میتوکندري شدند 

 Cپروتئین کیناز  δ، زیر واحد MAPK-2/ ERK1سازي مسیر 
)PKC-δ پروتئین کیناز ،(A2از کالمودولین کین–، کلسیم )CaM-

KII در میزان  تواندیم) و تعدیل میزان کلسیم گردد که این امر
ت داستیلاسیون را تح يهانیپروتئاستیلاسیون نقش داشته باشد و 

. ]25[قرار دهد و این امر در میزان بیان سیرتوئین ها نقش دارد  ریتأث
همسو با مطالعه حاضر مطالعه آذریان و همکاران نشان دادند هشت 

ندارد  يداریمعناثر  PGC1-αهفته تمرین هوازي در افزایش بیان ژنی 
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هفته تمرین شنا موجب کاهش  12دیگر  يامطالعه؛ در ]25[
FOXO3a  18و  12، 3صحرایی  يهاموشدر عضله دوقلو و نعلی 

يسازگارماهه گردید؛ این محققین نشان دادند که به خاطر تفاوت در 
که  ياگونهد دارد؛ به نوع عضله، تفاوت در بیان نیز وجو يها

FOXO3a  در عضله دوقلو بیشتر از عضله نعلی کاهش یافت در حالی
. از این رو به نظر ]10[در عضله تعلی بیشتر افزایش داشت  SIRT1که 

تمرینات شدید با مکانیسم درگیر کردن حساسیت ردوکس  رسدیم
نات کم شدت و با شدت متوسط ارجحیت دارد. سلولی به نسبت تمری

با این حال علی رغم اینکه هشت هفته تمرین هوازي و ترکیبی موجب 
در بیماران قلبی عروقی گردید؛ تفاوت  SIRT1و  PGC1-αافزایش 

تفاوت  رسدیمبه نظر  .]26[معنی داري در دو نوع تمرین مشاهده نشد 
در شیوه اندازه گیري و شدت ورزش از دلایل تناقض در نتایج این دو 

در شرایط  رسدیممطالعه با مطالعه حاضر باشد. به طور کلی به نظر 
متعددي در عملکرد میتوکندري و دخیل  يهاسمیمکانسالمندي 

هستند و  هانیرتوئیسو  PGC1-αغیر وابسته به  بعضاًهستند که 
بیشتري در این زمینه با توجه به شدت و مدت زمان دوره  يهایبررس

عدم افزایش معنی  رسدیم. علاوه بر این به نظر ]22[تمرین نیاز است 
 ریأختبیوژنز میتوکندریایی، نشان دهنده مهار و به  ينشانگرهادار این 

 انداختن نقص عملکرد عضله قلبی نیز باشد.
همچنین نتایج مطالعه حاضر نشان داد بهار نارنج اثر معنی داري بر 

در بافت قلب  SIRT3و  PGC-1α ،SIRT1افزایش مقادیر بیان ژنی 
مواد  نیتریاصلصحرایی سالمند ندارد. بر اساس مطالعات از  يهاموش
، p-synephrine ،ephedrine توانیمرا  موجود در بهار نارنج مؤثر

salicin  و کافئین دانست که بیشترین اثرات بیولوژیکی را در این گیاه
با مکانیسم بهبود عملکرد  تواندیمدارند؛ همچنین این گیاه دارویی 

عروقی داشته  –اثرات مطلوبی در سیستم قلبی  F2αپروستاگلاندین 
، افزایش آنزیم ROSبا کاهش  تواندیمباشد. این آنتی اکسیدان طبیعی 

وابسته  Ca+2نیتریک اکسید، فعال سازي گوانیلیل سیکلاز، موجب مهار 
-کلسیم يهاکانالان در  يهايسازگارو  K+خارج سلولی، تعدیل 

 دگردیمپتاسیم و همچنین بهبود عملکرد گیرنده رایانودین در قلب 
بهار نارنج با مکانسم فعال سازي  رسدیم. همچنین به نظر ]27[

AMPK  در فسفریلاسیونPGC-1α  وSIRT1  نقش دارد، اما این
. در این ]28[مکانیسم وابسته به دوز مصرفی و طول دوره مصرف است 

عنوان مثال مطالعه شیخ الاسلامی زمینه مطالعاتی انجام شده است، به 
عصاره هیدروالکلی  mg/kg 300نشان دادند که مصرف  2018در سال 

در بافت کبد  SIRT1بهار نارنج منجر به کاهش سطوح بیان ژنی 
صحرایی سالمند شد در حالی که موجب افزایش معنی دار  يهاموش

PGC-1α  این آنتی اکسیدان منجر به  رسدیم؛ به نظر ]28[گردید
فعال اکسیژن منجر شده است، و توانسته است  يهاگونهخنثی سازي 

خانواده سرچنگالی موجب مهار بیان  يهانیپروتئاز مسیر مهار 
سیرتوئین ها گردد. بر اساس مطالعات انجام شده، افدرین هاي موجود 

اثر  AMPK/ PGC-1α/SIRT1/3در بهار نارنج بیشتر بر محور 
مولکولی سلولی  يهايسازگارافدرین ها با  ریتأث، لذا ]29[گذار باشد 

منجر به افزایش ظرفیت  تواندیمو  باشدیمکاتکولامین ها در تعامل 
ال خانواده زنجیره انتق يهانیپروتئآنتی اکسیدانی تام، افزایش بیان 

 گرددیمالکترون، افزایش میزان فسفریلاسیون اکسایشی در بافت قلب 
-PGCموجب  Naringinکه  اندداده. همچنین محققین نشان ]30[

1α ، 1کارنیتین پالمیتوئیل ترانسفراز )CPT1 .و آدیپونکتین شد (
از مسیر فعال سازي  تواندیم Caهمچنین این محققین بیان نمودند که 

) منجر به افزایش UCP1( 1ترموژنز وابسته به پروتئین غیر جفتی 
؛ مطالعات محدودي در ارتباط ]30[گردد  PGC-1βو  PGC-1αبیان 

مولکولی وجود داشت، لذا محقق در مقایسه با این مکانیسم سلولی 
 نتایج این مطالعه با مطالعات دیگر دچار محدودیت شد.

همچنین نتایج نشان داد تمرین تداومی+بهار نارنج و تمرین تناوبی+بهار 
در بافت  SIRT3و  PGC-1α ،SIRT1نارنج موجب افزایش معنی دار 

 دهدیمشان صحرایی سالمند شد. بررسی مطالعات ن يهاموشقلب 
، پروتئین کینازها، cAMPتمرینات ورزشی با مکانیسم افزایش 

AMPK ،p38γ MAPK  موجب افزایشPGC-1α ،SIRT1  و
SIRT3 ؛ و بهار نارنج با مکانیسم بهبود ]23, 22[ شوندیم

ونی ی يهاکانالپروستاگلاندین ها، افزایش آنتی اکسیدان ها، تنظیم 
و  PGC-1αموجب فسفریلاسیون  AMPK يسازفعال، ]27[

SIRT1  یافته مطالعه حاضر مبنی بر اثر  دییتأ. در ]28[گردد
و  MICTسینرژیستی تمرین و بهار نارنج محققین نشان دادند تعامل 

Ca  موجب افزایش بیانPGC-1α  گردید ولی اثر معنی داري بر مقادیر
حرایی سالمند نداشت ص يهاموشدر بافت کبد  SIRT1بیان ژنی 

و تداومی کم شدت همراه با مصرف  HIIT؛ علاوه بر این تمرین ]28[
-PGCگیاه زعفران) داراي اثر تعاملی بر افزایش  مؤثرهکروسین (ماده 

1α  وUCP1  باشدیمصحرایی مبتلا به دیابت  يهاموشدر بافت قلب 
با  همراه و تمرین تداومی با شدت متوسط . تمرین تناوبی شدید]31[

بهبود وزن قلب، توان هوازي، کاهش وزن  بهار نارنج داراي اثر تعاملی در
؛ ]32[صحرایی سالمند بود  يهاموشو کاهش وزن چربی احشایی در 

ار نارنج طی دوره تمرینات ورزشی علاوه بر این مصرف حاد و مزمن به
. در ]33[موجب بهبود عملکرد متابولیکی و فیزیکی ورزشکاران گردید 

که در این تحقیق بیشتر به تمرین به ویژه  SIRT3ارتباط با افزایش 
ت که تمرین موجب تقوی ياگونهوابسته بود، به  تمرین تناوبی شدید

فعالیت ورزشی تمرین تناوبی  رسدیم. به نظر گرددیماثر بهار نارنج 
با توجه به سازگاري آن که بیشتر سیستم استرس اکسیداتیو را  شدید

، شودیم FOXO3aو منجر به فعال سازي مسیر  کشدیمبه چالش 
بر  يترمطلوبنسبت به تمرینات تداومی با شدت متوسط اثر  احتمالاً 

به عنوان یک پروتئین اختصاصی میتوکندریایی نقش  SIRT3پروتئین 
متعاقب تمرینات تناوبی شدید  رسدیمابراین به نظر . بن]26[ایفا کند 

همراه با بهار نارنج به طور همزمان مسیر ردوکس سلولی فعال شده و 
؛ شودیمبه فعال سازي مسیر سیرتوئین ها منجر  FOXOa3از مسیر 

اما تمرینات تداومی کم شدت همراه بهار نارنج با مکانیسم افزایش 
, 27, 25[میتوکندریایی سهیم است  در بیوژنز AMPKفسفوریلاسیون 

و  PGC-1α ،SIRT1غیر وابسته به  يهايسازگار. به با توجه به ]28
SIRT3  ناشی از ورزش در شرایط سالمندي، عدم اندازه گیري ظرفیت

مرتبط با آن از  يهامیآنزو عملکرد زنجیره انتقال الکترون و 
 گرددیممطالعه حاضر باشد. از این رو پیشنهاد  يهاتیمحدود

سیکل کرپس، زنجیره انتقال الکترون نیز مورد ارزیابی قرار  يرهایمتغ
 پیچیده ورزش، يهاسمیمکانسالمندي و  يهاچالشگیرند. با توجه به 

 گذار در محور ریتأث يهانیپروتئعدم اندازه گیري  رسدیمبه نظر 
PGC-1α ،SIRT1  وSIRT3  در مطالعات آتی  گرددیمپیشنهاد
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نیز مورد  AMPK ،p38γ MAPK ،FOXO3aچون  ییرهایمتغ
 ارزیابی قرار گیرند.

 يریگجهینت
اگرچه تمرین تناوبی شدید، تداومی با شدت متوسط و بهار نارنج به 
تنهایی اثر معنی داري در بیوژنز میتوکندریایی نداشتند؛ با این حال به 

مکانیسم متفاوت تمرینات ورزشی در فعال سازي  رسدیمنظر 
بیوژنز میتوکندریایی موجب اثر تعاملی تمرینات استقامتی  يهانیپروتئ

صحرایی سالمند  يهاموشهمراه با مصرف بهار نارنج در بافت قلب 
 PGC-1αمکانیسم افزایش  رسدیمگردیده است. علاوه بر این به نظر 

در تمرین و بهار نارنج مشترك باشد و با توجه به عملکرد سلولی متفاوت 

تمرین موجب تعدیل اثر بهار نارنج در  رسدیمظر دو سیرتوئین به ن
SIRT1 در حالی که بهار نارنج موجب تعدیل اثر تمرین در  گرددیم

 SIRT3 يریرپذیتأث. همچنین گرددیمافزایش بیوژنز میتوکندریایی 
 کمتر است. به تمرین تداومی

 تشکر و قدردانی
 کرتش کردند یاري مطالعه این در را ما که کسانی همه از وسیله بدین

 میکنیم

 تعارض منافع
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