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     پژوهشي  
  
  
  ازنــــــدرانـكــــــي مــــــــوم پـزشـلـشـــــگاه عـــه دانـلــــمج

   )11-21 (    1387 سال     خرداد و تير    64  شماره   دهم جهدوره 

11  1387خرداد و تير  ، 64هم ، شماره هجد دوره                                                               مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                      

  عضلاني عضله دوبطني گردني جوجه -آرژينين بر انتقال عصبي- Lاثر 
  

   (.Ph.D) ** سكينه اسدزاده وسطي كلائي     (.Ph.D) *+ داوود فرزين
  (.Ph.D) ****بهزاد اسفندياري     (.Ph.D) *** مسعود تشفام

  

  چكيده
آرژينين به سيترولين تحت - المولكول گازي كوتاه اثر است كه از تجزيه) NO(نيتريك اكسايد  :سابقه و هدف

هاي متعدد نيتريك  بيان ايزوفرم. شود كالمودولين توليد مي/وابسته به كلسيم) NOS(فعاليت آنزيم نيتريك اكسايد سنتاز 
. اكسايد سنتاز در عضله اسكلتي، پيشنهادكننده نقش بسيار مهم نيتريك اكسايد در تنظيم متابوليسم و عملكرد عضلاني است

  .عضلاني عضله دو بطني گردني جوجه مورد بررسي قرار گرفت - آرژينين در برخوردگاه عصبي-طالعه، اثر الدر اين م
. شد  هفته تهيه و در دستگاه حمام عضو كار گذاشته مي3هاي به سن  عضله دوبطني گردني از جوجه : ها مواد و روش

 درجه 37 هوادهي شده با اكسيژن با درجه حرارت ليتر حاوي محلول تيرود  ميلي70 با حجم ظرفحمام عضو داراي يك 
رديابي مستقيم نيتريك اكسايد، نيتريت و  طيف سنجي رنگغلظت نيتريك اكسايد نيز با استفاده از روش . گراد بود سانتي

ديل ، پس از تب)نيترات+ نيتريت(غلظت نيتريت تام . گيري گرديد و نيترات در هموژنات عضله دوبطني گردني جوجه اندازه
 نانومتر 540 در طول موج طيف سنجيك ، توسط هاي كادميوم اشباع شده با مس گرانولبا كامل نيترات به نيتريت 

  .گيري شد اندازه
 ناشـي از تحريـك      (Twitch)حركـت كشـشي      پاسـخ    ،ليتـر  ميلـي  / ميكروگـرم  500غلظـت    درآرژينـين    -ال  :ها  يافته
 اسـتيل كـولين يـا كربـاكول را بـه سـمت راسـت                (Dose-Response) ميزان   وابسته به هاي   منحني را كاهش داد و      الكتريكي

 به راست برجسته همراه با كاهش سقف اثر         منجر به چرخش  ميلي ليتر    / ميكروگرم 1000درغلظت  آرژينين   -ال. دكرمنتقل  
 توسـط  كـت كشـشي  حرآرژينـين بـر پاسـخ     -اثـر مهـاري ال  . شد استيل كولين يا كرباكول    وابسته به ميزان  هاي   براي منحني 

 1000 و 500داري در غلظت هاي  طور معنيه بنيز سطح نيتريك اكسايد    .  گرديد مسدود) ليتر ميلي / ميكروگرم 200(كافئين  
  . افزايش يافت شاهدآرژينين درمقايسه با گروه-ليتر ال ميلي /ميكروگرم

  رويآرژينين بر - تضعيفي ال دنبال اثربهاين يافته ها نقش احتمالي سطوح افزايش يافته نيتريك اكسايد  : استنتاج
آرژينين  -السي دهد كه اثر آنتاگونيستي پس سيناپ علاوه براين، نتايج نشان مي. دهد  را نشان ميحركت كششيپاسخ 
  .هاي كلسيم از رتيكولوم ساركوپلاسميك است  از مختل شدن آزادسازي يونناشي احتمالاً
  

  اكسايد، عضله اسكلتي، جوجهآرژينين، نيتريك  -L :كليدي هاي واژه
  

   ، دانشكده پزشكي جاده خزرآباد18كيلومتر ساري،  - داوود فرزين :ول ئمسمولف  +
  دانشگاه علوم پزشكي مازندرانمركز تحقيقات روانپزشكي و علوم رفتاري  دانشيار ،فارماكولوژيدكتراي  *

  هيأت علمي دانشگاه آزاد واحد قائم شهرعضو ، واحد علوم تحقيقات تهران، فيزيولوژي دامپزشكي دكتراي **
  دانشگاه آزاد واحد تهراندانشيار ، فيزيولوژي دامپزشكيدكتراي  ***

  عضو هئيت علمي انستيتو پاستور ايران ****
  22/3/87: تاريخ تصويب            11/2/87: تاريخ ارجاع جهت اصلاحات           1/12/86: ريافت تاريخ د
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  مقدمه
از نظر ظاهري گاز بي رنگ )  NO(كسايد نيتريك ا

. و از نظر ساختمان مولكولي به صورت خطـي مـي باشـد          
حضور الكترون جفت نشده، راديكال نيتريك اكسايد را        
به يك تركيب بسيار واكـنش دهنـده بـا نيمـه عمـر چنـد        

نيتريك اكسايد به عنـوان يـك    . )1(كند اي تبديل مي   ثانيه
ر بسياري از فرايندهاي    مولكول پيام رسان، نقش مهمي د     

فيزيولــوژيكي ماننــد اتــساع عــروق، كــاهش چــسبندگي 
ها، حساسيت به انسولين، مهـار تجمـع پلاكتـي،           لكوسيت

تنظيم جريان خون عضله اسكلتي، تمايز ميوسيتي، تنفس        
ســـلولي، هموســـتاز گلـــوكز و توليـــد نيـــرو در عـــضله 

  .)4تا2(دارد
 -ن ال گروه گوانيدي  نيتريك اكسايد از اكسيداسيون   

آرژينين يكي از بيـست اسـيد       -ال. گيرد آرژينين منشا مي  
اين اسيد آمينـه    . باشد ها مي   پروتئين ساختآمينه موثر در    

هاي فيزيولوژيك و متابوليكي در      نقش مهمي در واكنش   
 گلوكـاگن،  آرژينـين در ترشـح انـسولين،      -ال. بدن دارد 

-علاوه بر اين، ال   . هورمون رشد و پرولاكتين نقش دارد     
كننـدگي   رژينين واجد اثرات آنتي اكسيدانتي و تقويت      آ

آرژينين در خروج اسپرم و     -ال. )5(باشد سيستم ايمني مي  
مايع مني، تحريك و افزايش زمان نعوظ، ترميم پوست و  

  .)6(هاي پيوندي نيز نقش دارد ديگر بافت
 آرژينــين سوبــستراي آنــزيم -از نظــر متــابوليكي، ال
شـد و توسـط ايـن آنـزيم بـه           با نيتريك اكسايد سنتاز مـي    

نيتريـك  . شـود  سيترولين و نيتريـك اكـسايد تبـديل مـي         
 ، هـسته  ، سيتوپلاسم ،اكسايد سنتاز در غشا سيتوپلاسمايي    

ــدري  ــبكه آندوپلاســميك خــشن و ميتوكن ــت  ش ــا ياف ه
 يـا   1نيتريـك اكـسايد سـنتاز سـه ايزوفـرم نـوع             . شود مي

nNOS)    2، نوع   )هاي عصبي  نيتريك اكسايد سنتاز بافت 
نيتريك اكسايد سنتاز القايي كه تحت شـرايط         (iNOSيا  

و ) شـود  هـا توليـد مـي      خاص در ماكروفاژها و هپاتوسيت    
ــا 3نــوع  هــاي  نيتريــك اكــسايد ســنتاز ســلول  (eNOS ي

هر سه ايزوفرم نيتريك اكسايد سنتاز   . )7(دارد) اندوتليالي
تـرين نيتريـك      مهـم  .شـوند  در عضله اسـكلتي يافـت مـي       

ــنتاز م  ــسايد س ــكلتي،  اك ــضلات اس ــود در ع  nNOSوج
ايــن ايزوفــرم در تمــام عــضلات اســكلتي     . باشــد مــي

. پستانداران به ويژه در صفحه انتهايي عـضله وجـود دارد          
ــرم     ــتقرار ايزوف ــل اس ــزان و مح ــضلات nNOSمي  در ع

دهي، فعاليـت،    اسكلتي به سن، مرحله رشد، ميزان عصب      
نوع ها و فاكتورهاي رشد و  مدت زمان تماس با سيتوكين   

هـاي متعـدد     وجود ايزوفرم  .)7(فيبر عضلاني وابسته است   
نيتريك اكسايد سنتاز در بافت عـضلات اسـكلتي، نقـش        
بسيار مهم نيتريك اكسايد در تنظيم متابوليسم و كـارايي          

 نيتريــك اكــسايد در حقيقـت، . دهــد عـضله را نــشان مـي  
انقبــاض - تحريـك (coupling) ت ســازيف ـ جتوانــد مـي 

، فعاليـت  مربوط به گيرنـده ال سيگنال   انتق ،عضله اسكلتي 
، آزاد شـدن كلـسيم از رتيكولـوم         Lكانال كلسيمي نـوع     

را تحـت تـاثير     ساركوپلاسميك و تنفس ميتوكنـدريايي      
آرژينـين  -ال-نيتـرو -)G (Nعلاوه بر ايـن،     . )8(قرار دهد 
) مهاركننده نيتريك اكسايد سـنتاز     ،   NAME (متيل استر 

 در هموژنـات عـضله      فعاليت آزادسازي كلـسيم   تواند   مي
استيل پني سـيلامين    -N-نيتروزو-Sرا افزايش و    اسكلتي  

)SNAP  ،  آزاد سـازي   توانـد    مـي ) دهنده نيتريك اكسايد
 رتيكولـــوم  مجـــراي(Vesicle)حفـــرات كلـــسيم در 

 چنـين مطالعـاتي     .)9،10(دهد ساركوپلاسميك را كاهش  
شـود   آرژينين موجود نيست ولي پيش بيني مـي       -براي ال 
ــد عملكــرد انقباضــي عــضله   آرژي-كــه ال ــز بتوان ــين ني ن

اين مطالعـه بـه منظـور بررسـي اثـر            .اسكلتي را تغيير دهد   
آرژينين بر عملكرد انقباضي عضله اسـكلتي طراحـي         -ال

 آرژينـين بـر انتقـال       – بررسـي اثـر ال     .و اجرا شـده اسـت     
مي تواند  جوجه   عضلاني عضله دوبطني گردني      -عصبي

تريـك اكـسايد در     درك بهتري از نقش فيزيولوژيـك ني      
عــضله دوبطنــي گردنــي . ارائــه دهــد  اســكلتيتعــضلا
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 فيبرهاي سـريع منقـبض شـونده       : دارد جوجه دو نوع فيبر   
(focally innervated)  فيبرهاي آهسته منقبض شـونده و 

(multiply innervated) فيبرهــاي تحريــك الكتريكــى 
 شـبيه   دقيقـاً (حركت كششي    پاسخ   سريع منقبض شونده،  

 ــآنچــه كــه از  ــستانداران ب ــافراگم پ ــاض دي دســت ه انقب
   آهــسته منقــبض شــونده و تحريــك فيبرهــاي) آيــد مــى

ــولين   ــتيل ك ــا اس انقباضــي  پاســخ (Exogen)خــارجي ب
(Contracture)   مانند پاسخ انقباضـي آهـسته در عـضله          ؛

تواند  اين دو پاسخ مي. )11(كند اسكلتي قورباغه ايجاد مى   
اسـكلتي سـودمند     آرژينين بـر عـضله       -توضيح اثر ال  در  
  .باشد

  

  مواد و روش ها
  : مورد مصرفداروها و مواد

، كربــاكول ) Sigma,USA(اســتيل كــولين كلرايــد 
)Sigma,USA( كــــافئين ،)ICN,UK(آرژينــــين -، ال
)Merck,Germany(     نيتريت سـديم ،)Merck,Germany( ،

، نفتيـل  ) Cayman Chemicals, USA(سـولفونيل آميـد  
 ,Cayman Chemicals(لرايدآمين دي هيدروك اتيلن دي

USA( ســـولفات روي ،)Merck,Germany( اســـتات ،
ــس  ــول كــــادميوم )Merck, Germany(مــ   ، گرانــ

)Aldrich,USA(  كلريد سـديم ،)Merck, Germany( ،
، سـولفات منيزيـوم     ) Merck,Germany(كلريد پتاسـيم    

)Merck,Germany(  ــسفات ــدروژن فـ ــديم دي هيـ ، سـ
)Merck,Germany ( ــوكز ، ) Merck,Germany(، گلــ

، كلريـد كلـسيم     )Merck,Germany( كربنات سـديم   بي
)Merck, Germany.(  

  
  :محلول تيرود

 ليتر محلول تيرود، مواد زير به ترتيـب         10براي تهيه   
  :رسيد در آب مقطر حل  و به حجم مي

NaCl 80  ــول ــرم، محلــ ــد KCl 10 گــ  20 درصــ
ــول  ميلــي ــر، محل ــر،  ميلــي26 درصــد MgSO4 10ليت  ليت
 10 ميلـي ليتـر، گلـوكز        13 درصد   NaH2PO4 5ل  محلو

 18 مــولار CaCl2 محلــول گــرم، NaHCO3 10گــرم، 
  .ميلي ليتر

  
  : NOسنجي طيفتعيين لازم براي  هاي ها ومحلول معرف

 A، معـــرف )mM 100( محلـــول نيتريـــت ســـديم 
 حجمي در اسيد/ درصد وزني1محلول سولفونيل آميد (

نفتيل اتـيلن دي    محلول   (B، معرف   ) نرمال 3كلريدريك  
حجمـي در    / درصـد وزنـي    1/0آمين دي هيدروكلرايـد     

 NaOH، محلــــول )mM 75 (ZnSO4، محلــــول )آب
)mM55(بافر گليسين ،-NaoH  )7/9 pH ( بافر فسفات ،
)4/7 pH (     هـاي   گرانـول  ، درصـد  5، محلول استات مس

 B، معـرف  Aمعرف ).   گرم 2/0 مش و يا     100( كادميوم
 درجه سـانتيگراد و     4ه حرارت   و محلول نيتريت در درج    

ــداري     ــل نگه ــاق قاب ــرارت ات ــه ح ــواد در درج ــر م ديگ
  .باشند مي

  

  :عضله دو بطني گردني جوجه
 از گـردن    )Perry )1971عضله دوبطني طبـق روش      

  ظـرف   قـلاب  جـدا و سـپس بـه      )  هفتـه  3 سـن    بـا  (جوجه
(vessel) و ) هــاروارد، انگلــستان( دســتگاه حمــام عــضو

ــدل  ــت(Transducer)مب ــوگراف  دس ــاروارد، (گاه فيزي ه
جهت حفظ سلامتي عـضله     . )11(شد متصل مي ) انگلستان

 درجـه   37و برقراري شرايط فيزيولوژيك، محلول تيرود       
 حـاوي عـضله      ظـرف  گراد به همراه اكـسيژن وارد      سانتي
پــس از كنتــرل نهــايي، بــا اســتفاده از يــك  . گرديــد مــي

عـضله دو بطنـي     ) هـاروارد، انگلـستان   (دستگاه محـرك    
 10 الـي    5 هرتـز، ولتـاژ      1/0ردني جوجـه در فركـانس       گ

 ميلــي ثانيــه تحريــك 5/0ولــت و مــدت زمــان تحريــك 
   حاصـل توسـط دسـتگاه       حركـت كشـشي   پاسـخ   . شد مي
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. گرديـد  فيزيوگراف بر روي كاغذ مدرج شده ثبـت مـي         
خـارجي   نيـز از اسـتيل كـولين         انقباضيبراي ايجاد پاسخ    

(Exogen)11(شد  استفاده مي(.  
  

  :ه گيري نيتريك اكسايد به روش رنگ سنجيانداز
هاي ساده و مستقيم سنجش نيتريـك اكـسايد          روش

ــك و   ــات فيزيولوژي ــناختيدر تحقيق ــجداروش ــر و   راي ت
گيـري   ها، اندازه  تر اين روش   اساس بيش . تر هستند  مقبول

ايـن  . باشـد   در نمونـه مـي     -NO2-/NO3كمي غلظـت تـام      
ين سطح نيتريك عنوان شاخصي در تعي   هتواند ب  غلظت مي 

ــرد   ــرار گي ــتفاده ق ــورد اس ــسايد م ــر، . اك در روش حاض
 اصلاح  روشگيري توليد نيتريك اكسايد براساس       اندازه
در اين روش، ابتـدا تمـامي       .  صورت گرفت  Griessشده  

نيترات موجود در نمونه به نيتريت احيـاء و سـپس ميـزان             
نيتريت بـا اسـتفاده از تكنيـك رنـگ سـنجي مربـوط بـه                

 ســولفونيل آميــد و نفتيــل اتــيلن دي آمــين  هــاي معــرف
.  نـانومتر تعيـين گرديـد      540هيدروكلرايد در طول مـوج      

اين روش سـاده بـوده و زمـان لازم بـراي اجـراي آن در                
حساسيت تشخيصي ايـن روش در  .  دقيقه است 40حدود  

 ميكرومولار و زمان لازم بـراي احيـاء       50 تا   1/0محدوده  
  .)12(باشد قه مي دقي15نيترات به نيتريت در آن 

  

  : منحني استاندارد نيتريت-الف
ليتـري در سـه       لوله سـانتريفوژ يـك و نـيم ميلـي          24

رديـف  ( به سه لوله رديـف اول     .  رديفه چيده شد   8ستون  
A(  µl 1000 از محلول نيتريت µM 100  از . شـد  اضـافه

، به سه لوله از هـر        )H -B(رديف دوم تا آخرين رديف      
براي عمل ترقيق، . افزوده شدت  بافر فسفاµl500 رديف 
ــه ــف   از لول ــاي ردي ــته وارد  A µl 500ه ــول برداش  محل

.  شـود  µl 1000 تـا حجـم آن       شـد هـاي رديـف دوم       لوله
هـاي   بـه لولـه    برداشـته و µl 500هـا نيـز    سپس از اين لوله

هاي رديف يكـي     اين عمل تا لوله   . شدرديف سوم اضافه    
   راســتا، در ايــن. تكــرار شــد) Gرديــف (مانــده بــه آخــر 

µl 500ــ ول آخــر كــه در پيپــت موجــود بــود، دور  ـ محل
بدين ترتيب، غلظت نيتريت در لولـه هـاي         . شد ريخته مي 

و  µM 25و   µM 50و  µM 100 برابـر بـا      G تـا    Aرديف  
µM 5/12 و µM 25/6 و µM 125/3 و µM 56/1 
 بـافر   µl 500  كـه حـاوي       Hسه لولـه رديـف      . گرديد مي

پـس  . شد  در نظر گرفته مي    (Blank)خالي  عنوان  ه  بود، ب 
 محلـول سـولفونيل آميـد بـه همـه      μl 250از اين مراحل،  

 دقيقـه در حـرارت      10مـدت   ه  ها ب  ها اضافه و محلول    لوله
ــداري مــي  ــاق نگه ــه، 10پــس از . شــدند ات  μl 250 دقيق

محلول نفتيل اتيلن دي آمـين دي هيدروكلرايـد بـه همـه             
.  ايجـاد شـود    شد تا رنگ قرمـز ارغـواني       ها اضافه مي   لوله

 Cuvetهـا بـه داخـل         دقيقـه، محلـول    10پس از گذشـت     
طيـف  ريخته شده و جذب آن با استفاده از يك دسـتگاه   

بـراي  . گرديـد   نانومتر ثبت مـي    540 در طول موج     سنجي
  .محاسبه معادله خط از ميانگين سه جذب استفاده شد

  

  : آماده سازي نمونه مورد آزمايش -ب
 گـرم   1(ي جوجـه    هموژنات عـضله دوبطنـي گردن ـ     

 ميلي ليتـر بـافر      50در   عضله دوبطني گردني جوجه      بافت
هاي  ، در حضور يا عدم حضور غلظت      pH 4/7فسفات با   

آرژينين در   -ميلي ليتر ال   / ميكروگرم 1000 و 500،  100
 كه بـا اسـتفاده از يـك دسـتگاه           ليتر  ميلي 50حجم نهايي   

 در  )گرديـد  هموژنايزر به يك مخلوط هموژن مبدل مـي       
ــه مــدت  د ــه در 15رجــه حــرارت محــيط ب  g1000 دقيق

ها و ذرات درشت آن جـدا        گرديد تا سلول   سانتريفوژ مي 
ــا µl 100 ســپس،. شــود  محلــول µl 80 محلــول رويــي ب

ــولفات روي  ــانتريفوژ  mM 75س ــه س ــي 5/1 در لول  ميل
در هنگام اختلاط، اگر رسوبي رخ      . شد ليتري مخلوط مي  

 دقيقـه تكـرار     5 مـدت     عمل سانتريفوژ بـه    داد، مجدداً  مي
پس از اين مرحله، محلـول رويـي بـه يـك لولـه               . شد مي

 NaOH mM 55)( محلـول سودسـوزآور      µl 120حاوي  
شد تا بدين وسيله عمل پـروتئين زدايـي كامـل            منتقل مي 

در اين حالت محلول شفافي      ). =n 3فاكتور ترقيق   (شود  
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 بافر گليسين در    µl 70 از آن با     µl 210شد كه    حاصل مي 
ــه ــيم ميلــي  لول ليتــري مخلــوط  هــاي ســانتريفوژ يــك و ن
   ). =n 1فاكتور ترقيق (گرديد  مي

  

  : فعال سازي گرانول هاي كادميوم-ج
 3هاي مورد اسـتفاده بـراي هـر نمونـه            تعداد گرانول 

 50ايـن گرانـول هـا در يـك لولـه سـانتريفوژ              . عدد بـود  
 ليتر آب مقطر شسته شـده و        ميلي 50ليتري سه بار با      ميلي

سـپس،  . گرديـد  آب مربوطه با پيپـت از لولـه خـارج مـي           
 درصـد شـسته   5ليتـر اسـتات مـس      ميلـي 50ها بـا     گرانول

هـا   شد، تا بدين وسيله پوششي از مس بر روي گرانول          مي
شو با محلول استات مـس دو     و   عمل شست . تشكيل شود 

ــي    ــورت م ــار ص ــه ب ــي س ــالاي    ال ــول ب ــا محل ــت ت گرف
ود در ايـن حالـت      هـاي كـادميوم آبـي رنـگ ش ـ         گرانول

هاي كـادميوم از مـس       شد كه گرانول   اطمينان حاصل مي  
هاي كـادميوم از مـس       كه گرانول  زماني. اشباع شده است  

 25شـو بـا      و   شد، مـس اضـافه از طريـق شـست          اشباع مي 
مـدت زمـان پايـداري      . گرديـد  ليتـر آب خـارج مـي       ميلي

بنـابراين  .  دقيقـه بـود    20هاي كادميوم فعال شـده       گرانول
 دقيقه مورد استفاده قرار     20هاي حاصل در مدت      ولگران
در صــورت نگهــداري طــولاني مــدت آن، . گرفــت مــي

ليتر اسـيد     ميلي 30هاي كادميوم فعال شده ابتدا با        گرانول
شــو و ســپس در اســيد  و شــست نرمــال 1/0كلريــدريك 

  .)12(شد كلريدريك نگهداري مي
  

  : احياء نيترات و اضافه كردن معرف ها -د
هاي كادميوم فعال شده ابتدا با كاغذ صـافي          لگرانو

ــورد     ــه م ــر نمون ــه ه خــشك و ســپس ســه عــدد از آن ب
ها تكـان داده شـده       بلافاصله، لوله . شد آزمايش اضافه مي  

پـس  . دش ـ  ميپرورانده دقيقه 15مدت ه و در دماي اتاق ب 
 250 شـده بـا      پروتئين زدايي  نمونه   µl 500از اين مرحله،    

ــول ســولف  ــر محل ــد ميكروليت ــي1(ونيل آمي  / درصــد وزن
گرديد  مخلوط مي)  نرمال3كلريدريك  حجمي در اسيد

 دقيقـه در درجـه حـرارت اتـاق نگهـداري            10مدت  ه  و ب 

 محلول نفتيل اتيلن دي     μl 250 دقيقه،   10پس از   . شد مي
شـد تـا     هـا اضـافه مـي      آمين دي هيدروكلرايد به همه لوله     

ــود    ــاد ش ــواني ايج ــز ارغ ــگ قرم ــت  . رن ــس از گذش   پ
ــه داخــل   دقيقــه، محلــول10    ريختــه شــده و Cuvetهــا ب

ــتگاه      ــك دس ــتفاده از ي ــا اس ــذب آن ب ــنج ج ــف س    طي
)Apel Spectrophotometer PD-303S, Japan ( در

بـراي تعيـين    .  نـانومتر ثبـت مـي گرديـد        540طول مـوج    
از فرمـول زيـر اسـتفاده    ) M)µ غلظت نيتريـك اكـسايد   

  :شد مي
   جذب در نمونه–جذب بلانك 

غلظت نيتريك اكسايد   = ------------------------  x n (فاكتور ترقيق) 
  شيب منحني استاندارد

  
  :تجزيه و تحليل آماري

 RAPHPADافـزار كـامپيوتري    ها توسـط نـرم   داده

(V2.01+)هــاي آنــاليز واريــانس   و بــا اســتفاده از آزمــون
)ANOVA (وStudent-Newman-Keuls  پردازش شد .

ــا ارزش  ــاري  p<0.05تفــاوت ب  در هــر نقطــه از نظــر آم
  .دار تلقي گرديد معني

  

  يافته ها
عضلاني عضلة دو -آرژينين بر انتقال عصبي-اثر ال

  :بطني گردني جوجه
گردني جوجه  بطني  عضلة دو(Vessel)  ظرفدر
 / ميكروگرم250 و100،150،200، 50هاي تجمعي غلظت

ايجاد گرديد تا اثر آن بر روي  آرژينين-ميلي ليتر ال
 ناشي از تحريك الكتريكي (Twitch)كت كششي حر

كولين  از استيل  ناشي(Contracture)انقباضغيرمستقيم و 
دراين شرايط،  . موردبررسي قرارگيرد(Exogen)خارجي

 درصد 20 را به ميزانپاسخ حركت كششين ـآرژيني-ال
ها  شكل( درصد مهاركرد 45 را به ميزان پاسخ انقباضيو 

 ناشي پاسخ انقباضيآرژينين -ال ).نشان داده نشده است
تري نسبت به  طور برجستهه  را بخارجياز استيل كولين 

 در اين راستا، غلظت.  مهار كردپاسخ حركت كششي
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 را پاسخ انقباضيآرژينين -ليتر ال ميلي / ميكروگرم500
ميلي ليتر  / ميكروگرم1000 درصد وغلظت50به ميزان 

كاهش   درصد55ن  را به ميزاپاسخ انقباضيآرژينين -ال
ميلي ليتر  /گرم  ميكرو500(آرژينين -اثرمهاري ال .داد
 ناشي از تحريك پاسخ حركت كششي بر )آرژينين-ال

ميلي / ميكروگرم200الكتريكي غيرمستقيم در غلظت 
 500(آرژينين -مهاري الاثر  شد ولي مقابلهليتر كافئين 
  ناشي ازانقباضبر ) آرژينين-ميلي ليتر ال /ميكروگرم

  ميكرو200( تحت تاثير كافئين خارجيكولين  استيل
  ).1 شمارهشكل(قرارنگرفت ) ميلي ليتر /گرم

  
 استيل كولين و كرباكول در پاسخ وابسته به ميزان

  :آرژينين-حضور ال
كولين درحضور   استيلپاسخ وابسته به ميزانمنحني 

آرژينين، بدون  -ليتر ال ميلي /ميكروگرم 500 غلظت
در .  پيدا نمودتغييرسمت راست  رسقف اثر بهدا تغييرمعني

آرژينين -، ال)ميلي ليتر / ميكروگرم1000(غلظت بالاتر 
 استيل كولين را با كاهش پاسخ وابسته به ميزانمنحني 
  ).2  شمارهشكل(رد ـل كـر به سمت راست منتقـسقف اث

 كرباكول در حضور پاسخ وابسته به ميزانمنحني 
آرژينين به سمت - ليتر الميلي / ميكروگرم500غلظت 
  ميكرو1000(در غلظت بالاتر .  پيدا نمودتغييرراست 
اي منحني  طور برجستهه آرژينين ب-، ال)ليتر ميلي /گرم

 كرباكول را با كاهش سقف اثر به پاسخ وابسته به ميزان
  ).3  شمارهشكل(سمت راست منتقل كرد 

  

ين و غلظت نيتريت موجود در هموژنات آرژين-ال
  :عضله دوبطني گردني جوجه

معادله خط منحني استاندارد نيتريت كه حاصل از 
ه  نانومتر است، ب540 جذب در طول موج 3ميانگين 
 محاسبه Y= 0.0231 + 0.029X R2 = 0.9986صورت
بر طبق معادله خط مذكور، سطح نيتريت موجود . گرديد
ور ـط هه، بـي جوجـي گردنـبطنوژنات عضله دوـدر هم

 آرژينين افزايش يافت -وابسته به غلظت در حضور ال
)001/0P<.( ميلي / ميكروگرم100 در اين راستا، غلظت 

 / ميكروگرم1000 و500و غلظت  اثر آرژينين بي-ليتر ال
دار سطح نيتريت  طور معنيه آرژينين، ب-ميلي ليتر ال
ني جوجه را گرد بطني هموژنات عضله دو موجود در

  ).1 شماره وجدول4 شمارهشكل(افزايش دادند
  
  

  
  

 حاصل انقباض حاصل از تحريك غير مستقيم الكتريكي و حركت كششيبر ) µg/ml 200( كافئين و) µg/ml 500( آرژينين – L اثر : 1  شمارهشكل
  ).µg/ml 5(از استيل كولين اگزوژن
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  .آرژينين- عضله دوبطني گردني در حضور غلظت هاي مختلف الغلظت نيتريت موجود در هموژنات  :1  شمارهجدول
  

 آرژينين-ال  لوله سانتريفوژ  ) نانومتر540(جذب   (µM)  خطاي معيار±ميانگين غلظت نيتريت 
(µg/ml)  

7/6 ± 5/0 191/0 ،245/0 ،215/0  A4, A5, A6  0  
14/8 ± 9/0  227/0 ،241/0 ،31/0  B4, B5, B6  100  

97/12 ± 33/0*   401/0 ،381/0 ،41/0  C4, C5, C6  500  
4/13 ± 38/0*   39/0 ،423/0 ،421/0  D4, D5, D6  1000  

  

001/0  * P < تفاوت از كنترل را نشان مي دهد.  
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 استيل كولين در حضور پاسخ وابسته به ميزانمنحني   :2  شمارهشكل
 عضله دو بطني 4 از)  خطاي معيار±ميانگين (نتايج .  آرژينين-ال

  .دست آمده استه گردني جوجه ب
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   كرباكول در حضور پاسخ وابسته به ميزانمنحني   :3  شمارهشكل
 عضله دو بطني 4از )  خطاي معيار±ميانگين (نتايج .  آرژينين-ال

  .دست آمده استه گردني جوجه ب

Nitric oxide

0 100 500 1000
0

5

10

15
* *

*Significant at p < 0.001
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غلظت نيتريت هموژنات عضله دوبطني گردني   :4  شمارهشكل
نتايج مربوط به . آرژينين -جوجه در حضور غلظت هاي مختلف ال

  .)>001/0Pدار بودن  معني(باشد خطاي معيارسه جذب مي ±ميانگين
  

  بحث
- آرژينين بر انتقال عصبي–در اين مطالعه، اثر ال 

عضلاني عضله دو بطني گردني جوجه مورد بررسي قرار 
تحريكات الكتريكي غير مستقيم با مشخصات . گرفت

 ولت و مدت زمان 10 الي 5 هرتز، ولتاژ 1/0فركانسي 
ايجاد ) twitch (حركت كششيثانيه،   ميلي5/0تحريك 

هاي  كند كه ناشي از آزاد شدن استيل كولين از پايانه مي
هاي نيكوتيني عضله  اعصاب حركتي و تحريك گيرنده

  .)13(اسكلتي است
 1000  الي 50ينين در محدودة غلظتي  آرژ-ال

ناشي از تحريك  حركت كششيليتر  ميلي/ميكروگرم
اثر . صورت گذرا مهار كرده الكتريكي غيرمستقيم را ب

) Contracture (انقباضيآرژينين بر پاسخ -مهاري ال
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اكسايد   نيتريكسنجي رنگ طيفتكنيك . تر بود برجسته
هاي   در غلظتآرژينين-نشان داد كه عملكرد مهاري ال

ميلي ليتر به توليد نيتريك / ميكروگرم1000 و 500
هاي  اين يافته ها، دخالت مكانيسم. اكسايد وابسته است

سيناپسي، ثانويه به توليد نيتريك اكسايد در عملكرد  پس
در مطالعه حاضر، . دهد  آرزينين را نشان مي-مهاري ال

هاي  حنيآرژينين، من-ليتر ال ميلي / ميكروليتر500غلظت 
 استيل كولين و كرباكول را بدون پاسخ وابسته به ميزان

كرد،كه پيشنهاد  كاهش سقف اثر، به سمت راست منتقل
علاوه بر اين، . باشد  رقابتي مينوعي ضديتكننده 
كولين وكرباكول   استيلميزان  پاسخ وابسته بههاي  منحني

ليتر نيز به سمت  ميلي/ ميكروگرم1000در حضور غلظت 
ت منتقل گرديد ولي اين انتقال با كاهش سقف اثر راس

 غير نوعي ضديتاين يافته پيشنهاد كننده . همراه بود
  .رقابتي است

مطالعات صورت گرفته نشان داده است كه نيتريك 
انقباض  - تحريك(coupling)  جفت سازياكسايد در

، فعاليت گيـرندهگنال ـي مانند انتقال سيـه اسكلتـعضل
، آزاد شدن كلسيم از رتيكولوم L نوع كانال كلسيمي

. )8(ساركوپلاسميك و تنفس ميتوكندريايي نقش دارد
اي ـه دهـاركننـعلاوه براين، مشخص شده است كه مه

هاي نيتريك اكسايد  نيتريك اكسايد سنتاز يا دهنده
م در ــازي كلسيـاليت آزاد سـرتيب فعـه تـد بـتوانن مي

 شده رتيكولوم داحفرات جهموژنات عضله اسكلتي يا 
نتايج . )9،10(ساركوپلاسميك را افزايش يا كاهش دهند

 نيزنشان داده) 1998 (Reid و) Kobzik) 1994مطالعات 
هاي نيتريك اكسايد و گوانوزين مونو  دهندهكه  است

ي ـاضـرد انقبـوانند عملكـت مي) cGMP(فسفات حلقوي 
كه مهار  له اسكلتي را تضعيف كنند در صورتيـعض
ريك اكسايد سنتاز، شلاتاسيون نيتريك اكسايد خارج نيت

سلولي و مهار گوانيليل سيكلاز عملكرد انقباضي عضله 
 و همكاران Gath .)14،15(دهند اسكلتي را افزايش مي

اندكه نيتريك اكسايد توليدشده  كرده نيزگزارش) 1996(
تواند پاسخ انقباضي  توسط نيتريك اكسايد سنتاز مي

علاوه بر اين، نيروي . تعديل كندعضله اسكلتي را 
 نيتريك اكسايد (expression)  ظهورانقباضي عضله با

سنتاز كاهش و با مهار فعاليت نيتريك اكسايد سنتاز 
 Kobzikدر مطالعات نتايج اين . )16(يابد  افزايش مي

 طوريه  ب؛شده استنيز تائيد ) 1994( Balon و) 1994(
كي مكرر عضله اند تحريكات الكتري كه نشان داده

  .)14،17(دهد اسكلتي توليد نيتريك اكسايد را افزايش مي
نتايج مطالعات فوق، بيانگر نقش مهاري نيتريك 

 و توليد نيرو در عضلاني -اكسايد بر اانتقال عصبي
-تحريكجفت سازي ثانويه به تغيير عضلات اسكلتي، 

همخواني  مطالعه حاضر اين نتايج با نتايج. باشد مي انقباض
هاي مختلفي براي توصيف عملكرد  مكانيسم. اردد

نيتريك اكسايد سنتاز در عضلات اسكلتي پيشنهاد شده 
طور مثال، نيتريك اكسايد سنتاز متابوليسم ه ب. است

عضله اسكلتي را با افزايش انتقال گلوكز افزايش 
علاوه بر اين، نيتريك اكسايد غلظت داخل . دهد مي

 آزاد شدن كلسيم از سلولي كلسيم را تنظيم كرده و
  .)16،17(كند رتيكولوم ساركوپلاسميك را تعديل مي

هاي كلسيمي  اثر مهاري نيتريك اكسايد بر كانال
 كافئين بر اي مقابلهكننده اثر  بيني ، پيش)10،16،17تا8(

در ارزيابي صحت . باشد آرژينين مي-عملكرد مهاري ال
نين در آرژي-اين فرضيه، اثر كافئين بر عملكرد مهاري ال

. بطني گردني جوجه مورد بررسي قرار گرفت عضله دو
كافئين يك متيل گزانتين است كه از طريق آزادسازي 

هاي كلسيمي رتيكولوم  هاي كلسيم از كانال يون
ساركوپلاسميك، سطح كلسيم سيتوزولي را براي 

در مطالعه . )18(دهد انقباض عضله اسكلتي افزايش مي
ين بر عملكرد انقباضي عضلة آرژين-حاضر، اثر مهاري ال

اين .  شدمقابلهدو بطني گردني جوجه در حضور كافئين 
هاي مرتبط با  يافته پيشنهاد كننده دخالت مكانيسم
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. باشد آرژينين مي-هاي كلسيمي در اثر مهاري ال كانال
 حاضر با نتايج مطالعات مختلف همخواني هنتايج مطالع

 مقدارتجويز است كه طور مثال، مشخص شده ه ب. دارد
 نيتريك (expression)  ظهورتواند كافئين مي واحد

  اكسايد سنتاز را مهار و نيروي انقباضي عضله را 
نشان ) 1996 ( و همكارانMeszaros. )19(افزايش دهد

يك (سيلامين  پني -استيل -N-نيتروزو -Sاند كه  داده
ن ـي كافئيــد اثر القايــتوان مي) ك اكسايدــده نيتريـدهن

وم ــولـ رتيكحفـراتم از ـازي كلسيــدر آزادس
 شده عضلات اسكلتي را كاهش جداساركوپلاسميك 

نيز نشان ) 2007( و همكاران Corsettمطالعه . )9(دهد
  ظهورتواند  واحد كافئين ميمقدارداده است، كه تجويز 

(expression) نيتريك اكسايد سنتاز را مهار و نيروي 
 از طريق تعديل توليد نيتريك انقباضي عضله اسكلتي را

در اين راستا، مشخص شده . )19(اكسايد افزايش دهد
است كه نيتريك اكسايد سنتاز تنفس ميتوكندريايي 

كند و اين اثر توسط كافئين  عضله اسكلتي را مهار مي
  .)20(شود  ميمقابله
 (expression) ظهورطور طييعي، درعضلات اسكلتي هب

.  وجود داردeNOS و nNOS نيتريك اكسايد سنتاز نوع
 nNOSمطالعات قبلي نشان داده است كه سطوح . )4،7(

 با فعاليت اكسيداتيو فيبرهاي عضلاني همراه eNOSو 
رهاي ميتوكندريايي در نشانگها به همراه  اين آنزيم. است

گيرند كه  اي از فيبرهاي عضلاني موضع مي مجموعه
نكسيوني اين مطلب نقش فو. غني از ميتوكندري هستند

 را در فيبرهاي غني eNOSو nNOS فعاليت اكسيداتيو 
 و Corsettمطالعه . )19،20(از ميتوكندري نشان مي دهد

 nNOS و eNOSنشان داده است كه ) 2007(همكاران 
 عضله  سريع منقبض شوندهطور ذاتي در فيبرهايه ب

، ولي يابد  تظاهر ميچهار سر موش و موش صحرايي،
اين يافته، نقش مهم . گردد ين مهارمياين اثر توسط كافئ

nNOSو  eNOS را درفيزيولوژي فيبرهاي عضلاني 

 iNOSهاي مربوط به  يافته .)19(دهد پستانداران نشان مي
  يك آنزيم غيرiNOSدر حقيقت، . كمي متفاوت است

وابسته به كلسيم است و فعاليت متغييري در عضلات 
  شيميايي- سلولي-ايمنيمطالعه . )21(اسكلتي دارد

Stamler و Meissner) 2001 (هيج نشاني از ، iNOS 
. )7(عضلات اسكلتي موش صحرايي نشان نداده است در

نشان ) 1996 ( و همكارانThompsonكه  در صورتي
 iNOS، توليد تنشاند كه در عضله اسكلتي تحت  داده

نيز نشان ) 1996( و همكاران Gath. )22(شود القاء مي
د در عضله ساق پا خوكچه ـتوان  ميiNOSاند كه  داده
 ولي توليد آن در فيبرهاي عضلاني  تظاهر يابدديـهن

نيتريك اكسايد حاصل از . شود  تحريك نميIنوع 
. تواند پاسخ انقباضي را تعديل كند  ميiNOSفعاليت 

وجب كاهش ـ مiNOSم ـ آنزي ظهـوربنابراين، افزايش
موجب  iNOSي عضله و كاهش فعاليت ـنيروي انقباض

 iNOS .)16(ودـش ه ميــي عضلـاضـافزايش نيروي انقب
ري در ساركوپلاسم بعضي از فيبرهاي ـور متغيـط هب

 توزيع  آهسته منقبض شونده فيبرهايعضلاني خصوصاً
طور موقت و زودگذر توسط ه آن بظهور شده است و 

بنابراين نحوه پاسخ دهي فيبرهاي . شود كافئين مهار مي
هاي نيتريك  ، تا حدي به تنوع ايزوفرمعضلاني به كافئين

در اين راستا، نتايج . اكسايد سنتاز عضله بستگي دارد
نشان داده است كه ) 2007 ( و همكارانCorsetti مطالعه

در عضلات اسكلتي، مهار نيتريك اكسايد سنتاز عصبي 
القاء شده با كافئين ) eNOS  وnNOS(و اندوتليالي 

نتايج مطالعات . )19(باشد پذير مي بسيار سريع و برگشت
 وريـطه  ب؛ي داردـر همخوانـه حاضـايج مطالعـفوق، با نت

حركت آرژينين بر پاسخ -كه كافئين اثر مهاري ال
  ناشي از تحريك الكتريكي فيبرهاي عضلانيكششي

- كرد، ولي اثر مهاري الخنثي را سريع منقبض شونده 
شونده  آهسته منقبض  فيبرهاييضباقانآرژينين بر پاسخ 

ه  اهميت فيزيولوژيك اين يافته ب. تحت تاثير قرار ندادرا
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توان استنتاج نمود كه  ولي مي. خوبي مشخص نيست
 ايـه رف فرآوردهـلاف مصـن برخـمصرف كافئي

تواند از طريق مهار نيتريك  آرژينين، مي-اوي الـح
نيروي عضله را  اكسايد سنتاز، تنفس عضلاني را بهبود و

 عبارت ديگر، مهار نيتريك اكسايد به. افزايش دهد

هاي اثر كافئين  يكي از مكانيسمعنوان ه بتواند  سنتاز مي
به قسمي، نقش  وتلقي شود در افزايش قابليت ورزشي 

را در فعاليت ورزشي  )23( كافئين(Duping)فريبنده 
  .دهد توضيح مي

 
References 
1. Khanna A, Prudence A. Nitric oxide and 

skeletal muscle reperfusion injury. J Surg 

Res 2005; 128: 98-107. 

2. Moncada S, Palmer R.M.J, Higgs E.A. 

Nitric oxide physiology, pathophysiology 

and pharmacology. Pharmacol Rev 1991; 

43: 109-142. 

3. Pollock J.S, Forstermann U, Tracey W.R, 

Nakane M. Nitric oxide synthase 

isozymes antibodies. Histochem J 1995; 

27: 738-744. 

4. Maréchal G, Gailly P. Effects of nitric 

oxide on the contraction of skeletal 

muscle. Cell Mol Life Sci (CMLF) 1999; 

55: 1088-1102. 

5. Park K.G.M, Hayes P.D, Garlick P.J. 

Stimulation of lymphocyte natural 

cytotoxicity by L-arginine. Lancet 1991; 

337: 645-646. 

6. Chen J, Wollman Y, Chernichovsky T. 

Effect of oral administration of high-dose 

nitric oxide donor L-arginine in men with 

organic erectile dysfunction: results of a 

double-blind,randomized,placebo-controlled 

study. B J U Int 1999; 83: 269-273. 

7. Stamler J.S, Meissner G. Physiology of 

nitric oxide in skeletal muscle. Physiol 

Res 2001; 81: 209-237. 

8. Hare J.M. Nitric oxide and excitation-

contraction coupling. J Mol Cell Cardiol 

2003; 35: 719-729. 

9. Meszaros L.G, Minarovic I, Zahradnikova 

A. Inhibition of the skeletal muscle 

ryanodine receptor calcium release 

channel by nitric oxide. FEBS Lett 1996; 

380: 49-52. 

10. Zahradnikova A, Minarovic I, Venema 

R, Meszaros J.G. Inactivation of the 

cardiac ryanodine receptor calcium 

release channel by nitric oxide. Cell 

Calcium 1998; 21: 447-454. 

11. Perry W.L.M. Pharmacological experiments 

on isolated preparations. Edinburgh Great 

Britain. E & S Livingstone, 1971: 54-56. 

12. Ridnour L.A, Sim J.E, Hayward M.A, 

Wink D.A, Martin S.M, Buettner G.R, 

Spitz D.R. A Spectrophotometric method 

for the direct detection and quantitation 

of nitric oxide,nitrite, and nitrate. Anal 

Biochem 2000; 281: 223-229. 

 www.SID.ir [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
7-

19
 ]

 

                            10 / 11

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-463-fa.html


Arc
hi

ve
 o

f S
ID

L-آرژينين   
 

21  1387خرداد و تير  ، 64هم ، شماره هجد دوره                                                               مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                       

13. Ginsborg B.L. Some properties of avian 

skeletal muscle fibers with multiple 

neuromuscular junction. J Physiol 1960; 

154: 581-598. 

14. Kobzik L, Reid M.B, Bredt D.S, Stamler 

J.S. Nitric oxide in skeletal muscle. 

Nature 1994; 372: 546-548. 

15. Reid M.B. Role of nitric oxide in skeletal 

muscle: synthesis, distribution and functional 

importance. Acta Physiol Scand 1998; 

162: 401-409. 

16. Gath I, Closs E.I, Godtel-Armbrust U, 

Schmitt S.M, Nakane M,Wessler, I. 

Inducible NO synthase II and neuronal 

NO synthase I are constitutively expressed 

in different structures of guinea pig 

skeletal muscle: implications for contractile 

function. FASEB 1996; 10: 1614-1620. 

17. Balon T.W, Nadler J.L. Nitric oxide 

release is present from incubated skeletal 

muscle preparation. J Appl Physiol 1994; 

77: 2519-2521. 

18. Katz A.M, Repke D.I, Hasselbach W. 

Dependence of ionophore- and caffeine-

induced calcium release from sarcoplasmic 

reticulum vesicles on external and internal 

calcium ion concentrations. J Biol Chem 

1977; 252: 1938-1949. 

19. Corsetti G, Pasini E, Assanelli D, Saligari 

E, Adobati M, Bianchi R. Acute caffeine 

administration decreased NOS and Bcl2 

expression in rat skeletal muscles. 

Pharmacol Res 2007; 55: 96-103. 

20. Kobzik L, Stinger B, Balligand J.L, Reid 

M.B, Stamler J.S. Endothelial type nitric 

oxide synthase in skeletal muscle fibres: 

mitochondrial relationship. Biochem 

Biophys Res Commun 1995; 211:375-381. 

21. Forstermann U, Gath I, Schwartz P, 

Closs E.L, Kleinert H. Isoforms of nitric 

oxide synthase-properties, distribution and 

expressional control. Biochem Pharmacol 

1995; 50: 1321-1332. 

22. Thompson M, Becker L, Bryant D, 

Williams G, Levin D, Margraf L. 

Expression of the inducible nitric oxide 

synthase gene in diaphragm and skeletal 

muscle. J Appl Physiol 1996; 81: 2415-

2420. 

23. Doherty M, Smith P.M. Effects of 

caffeine ingestion on rating of perceived 

exertion during and after exercise: a 

meta-analysis. Scand J Med Sci Sports 

2005; 15: 69-78. 

 

 

 

 www.SID.ir [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
7-

19
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            11 / 11

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-463-fa.html
http://www.tcpdf.org

