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เร่ือง ความสัมพันธของอายกัุบการแสดงออกของ parvalbumin ภายในหัวใจหนูขาวใหญเพศเมีย 

 
 การศึกษาในครั้งนี้ ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของการแสดงออกของ parvalbumin (PV) 
ในชวงการพฒันาของหัวใจภายหลังคลอด วามีความสัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงการทํางานของ
หัวใจหรือไม  โดยนําหัวใจหนูสายพันธุ Wistar แรกเกิด  อายุ 3 เดือน (วัยเด็ก) 6 เดือน (วัยกอนวยั
หนุมสาว)  และ 12 เดือน (วัยหนุมสาว) มาศึกษาโดยใชเทคนิค immunohistochemistry และ 
Western blot จากการศกึษาโดยใชทั้ง 2 เทคนิคพบ PV ในหวัใจหนูทุกชวงอายุตัง้แตแรกเกิดไป
จนถึง 12 เดอืน แตพบวาการแสดงออกของ PV ในหัวใจนอยกวาอยางชัดเจนเมือ่เทียบกับใน
กลามเนื้อลาย extensor digitorum longus (EDL) พบปฎิกิริยาอิมมูโนของ PV ในกลามเนื้อหวัใจ
หนูแรกเกิดบรรจุอยูไมเต็มภายในไซโตพลาสซึม และการแสดงออกของ PV นอย (60.14 ± 9.98 
%) เมื่อเทียบกับในกลุมอื่นๆ ที่พบปฎิกริิยาอิมมูโนของ PV  มีความเขมมากและบรรจุอยูเตม็
ภายในไซโตพลาสซึมของเซลลกลามเนื้อหัวใจทกุเซลล การแสดงออกของ PV เพิ่มขึ้นเมื่อมีอายุ
มากขึ้น คือ  3 เดือน  (76.90 ± 9.75 %)           6 เดือน (86.60 ± 10.69 %) และ 12 เดือน (100%) 
ผลจากการศึกษาแสดงใหเหน็การแสดงออกของ PV ที่เพิ่มขึ้นตามอายุ (จากแรกเกดิถึง 12 เดือน)  
ซ่ึงอาจจะสัมพนัธกับการปรบัใหเกิดความเหมาะสมในการคลายตัวของหัวใจตาม การเพิ่มขึ้นของ
การทํางานของหัวใจ    ในชวงที่รางกายมกีารเจริญเติบโต   
 
คําหลัก หัวใจหนูเพศเมีย parvalbumin, calcium binding protein, ความสัมพันธของอายุ 

พัฒนาการหลงัคลอด immunohistochemistry, Western blot 
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Abstract 
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in rat hearts 
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Age-related expressions of parvalbumin in the female rat heart 
 

Changes of parvalbumin (PV) expressions during the postnatal development of the female rat 
heart were investigated in order to determine if they correlated with the age-related changes of 
the heart function. Newborn, 3-month (young), 6-month (young adult) and 12-month (adult) 
female Wistar rat’s heart were processed for immunohistochemistry and Western blotting assay. 
PV was detected, by both methods, in all age groups from newborn to 12-month old rats but was 
very low compared to that in EDL fibers. However, in the newborn rat heart, PV 
immunoreactivity did not fully fill the cytoplasm of the cardiac myocytes and the PV expression 
was low (60.14±9.98%) compared to the adult level. In contrast with 3-month to 12-month 
animals, strong PV immunoreactivity was detected throughout the cytoplasm of all cardiac 
myocytes and the expression of PV increased with increasing age: 3-month (76.90±9.75%), 6-
month (86.60±10.69%) and 12-month (100%). Our study indicates that an increase of PV in the  
female rat heart with increasing age (from newborn to adult) may be associated with maintaining 
proper relaxation of the cardiac myocytes that is needed to cope with an increasing workload of 
the heart during body growth. 
 
Keywords: Female rat heart; Parvalbumin; Calcium-binding protein; Age-related 

postnatal development; Immunohistochemistry; Western blotting 
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บทคัดยอ 
 

เร่ือง อิทธิพลของการชราภาพและการวายน้ําเปนระยะเวลานาน     ตอการแสดงออกของ 
parvalbumin ภายในหวัใจหนูขาวใหญ 

 
Parvalbumin (PV)  เปนโปรตีนที่มีขนาดเล็ก พบอยูภายในไซโตพลาสซึม     มีความสามารถจับ
กับแคลเซียม และสามารถชักนําใหกลามเนื้อหวัใจเกดิการคลายตัวได การศึกษาครั้งนี้เพื่อศึกษา
อิทธิพลของปจจัย การชราภาพและการออกกําลังกายตอการแสดงออกของ PV ภายในหัวใจหนู 
โดยหนูสายพันธุ Wistar อายุ 3, 6, 12 และ 18 เดือน จะถูกแบงเปน 2 กลุมไดแกกลุมที่ไมไดออก
กําลังกาย (S) และกลุมออกกําลังกาย (E) โดยกลุมออกกําลังกายจะถูกฝกใหวายน้ําเปนเวลา 6 
เดือน หลังจากนั้นนําหวัใจหนูทั้ง 2 กลุมมาศึกษาโดยใชเทคนิค immunohistochemistry และ  
Western blot ผลการศึกษาพบวา หัวใจหนอูายุ  9 และ 12 เดือน มีปฎิกริิยาอิมมูโนของ PVเขมมาก 
ในขณะที่หวัใจหนูอายุ 18 เดือน มีปฎกิิริยาอิมมูโนของ PV ลดลง และหวัใจหนกูลุมอายุ 24 เดือน 
มีปฎิกิริยาอิมมูโนของ PV นอยที่สุด การแสดงออกของ  PV ไมแตกตางกันในหัวใจหนูอายุ 9 
เดือน (62.35 ± 16.33) และ 12 เดือน (67.67 ± 15.12) ในขณะทีพ่บการลดลงอยางมีนัยสําคัญของ
การแสดงออกของ PV ในหวัใจหนูอายุ 18 เดือน (49.05 ± 11.98) และ 24 เดือน (45.67 ± 4.64) 
เมื่อเทียบกับหวัใจหนูอายุ 12 เดือน (p < 0.05) การแสดงออกของ PV ไมแตกตางกันในหวัใจหนู
อายุ 18 และ 24 เดือน หัวใจหนกูลุมออกกําลังกาย อายุ 9, 12 และ 18 เดือน มี ความเขมของ
ปฎิกิริยาอิมมูโนของ PVเพิ่มมากขึ้น และพบการแสดงออกของ PV เพิ่มมากขึ้นอยางมนีัยสําคัญ (9 
เดือน S = 62.35 ± 16.33, E =  83.20 ± 7.41; 12 เดือน S = 67.67 ± 15.12, E =  87.46 ±15.47;  
p< 0.05;  18 เดือน S = 49.05 ± 11.98, E = 82.01 ± 21.11; P<0.01) เมื่อเทียบกับกลุมที่ไมไดออก
กําลังกายอายุเดียวกัน ในขณะทีก่ลุมอาย ุ 24 เดือน ไมพบความแตกตางอยางมีนยัสําคัญของการ
แสดงออกของ PV ระหวางกลุมออกกาํลังกายและกลุมที่ไมไดออกกําลังกาย จากการศึกษา
เสนอแนะวาการแสดงออกของ PV ลดลงในหวัใจหนูวัยชรา ซ่ึงขอมูลดังกลาวนี้อาจจะนําไป
อธิบายถึงการบกพรองของการคลายตัวของหัวใจซึ่งพบมากในผูสูงอายุ นอกจากนี้ผลการศึกษา
เสนอแนะวา การออกกําลังกายโดยการวายน้ําเปนระยะเวลานานสามารถชักนําใหการแสดงออก
ของ PV เพิ่มขึ้น ซ่ึงขอมูลนี้อาจจะนําไปอธิบายถึงกลไกลพื้นฐานของการออกกําลังกายที่การทํา
ใหการคลายตวัของหัวใจดีขึน้ 
 
คําหลัก  วัยชรา,   วายน้ํา, parvalbumin, calcium binding protein, immunohistochemistry,        

Western blot 
Abstract 
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Influences of aging and long-term swimming exercise on the expression of parvalbumin in 

rat hearts 
 

Parvalbumin (PV), a small (12 kDa) cytoplasmic calcium binding protein, has been 
implicated  in mediating relaxation in cardiac myocytes. The influence of  aging and exercise on 
the expression of PV in rat heart was  investigated. Male Wistar rats at  each of the following 
ages: 3, 6, 12 and 18-months were divided into sedentary and exercise groups. The exercise 
group had been trained to swim for 6 months. The hearts were processed for 
immunohistochemistry and Western blotting. The intensity of  PV immunoreactivity (PV-ir) was 
strong in the 9 and 12-month hearts and decreased in the 18-month hearts. The smallest amount 
was in the 24-month rat heart when compared to those of the 9,12 and 18 month rat hearts.  The 
expression of PV was not significantly different between  the  9-month (62.35 ± 16.33) and 12-
month hearts (67.67 ± 15.12). A significant decrease of PV expression was found at 18-months 
(49.05  ±  11.98) and 24-months (45.67 ±  4.64) compared to that of the 12-month rat heart (P < 
0.05). No significant difference of PV expression was observed in the 18-month and 24-month 
rat hearts. The intensity of  PV-ir was obviously stronger in the 9-month, 12-month and 18-
month  exercised rat hearts than those of the sedentary rat heart whereas, in the 24-month rat 
heart, PV-ir was slightly stronger in the exercised rat heart than that of the sedentary rat heart. A 
significant increase of PV expression was identified in the exercised  rat heart compared to those 
of the sedentary rat heart in the 9-month (S= 62.35 ± 16.33, E = 83.20  ± 7.41),12-month (S= 
67.67 ± 15.12,  E= 87.46 ±15.47) (P < 0.05) and 18-month samples (S= 49.05  ±  11.98, E= 
82.01 ± 21.11) (P < 0.01). No significant difference of PV expression was found in the 24-month 
sedentary and exercised rat hearts. Our data indicate that PV expression is down regulated in rat 
heart during aging. This may explain the diastolic dysfunction which has been predominantly 
found in the elderly. In addition, our data indicate that long-term swimming exercise could 
induce an increase of PV expression and this may explain the fundamental mechanism of 
exercise on improving the aging-induced decrease in cardiac myocyte relaxation. 
 
Keywords:      aging, swimming, parvalbumin, calcium binding protein, immunohistochemistry, 

Western blot 
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Executive Summary 
 

  โรคหัวใจลมเหลวชนิดไดแอสโตลิก (Diastolic heart failure) เปนโรคที่มีอันตรายรายแรง
ถึงชีวิตและยังไมมีแนวทางในการปองกันหรือรักษา  เปนโรคที่พบมากในผูสูงอายแุละโดยเฉพาะ
เพศหญิงพบไดมากกวาเพศชาย เนื่องจากโรคหัวใจชนิดดังกลาวเกิดจากความบกพรองของการ
คลายตัวของหวัใจ จึงนํามาสูความสนใจทีจ่ะศึกษาโปรตนี parvalbumin (PV) ซ่ึงเปนโปรตีนที่พบ
อยูภายในกลามเนื้อหวัใจ และไดมกีารเสนอแนะวานาจะทําหนาที่เกี่ยวของกบัการคลายตัวของ
เซลลกลามเนื้อหัวใจ ดังนัน้การเปลี่ยนแปลงปริมาณของ PV จึงนาจะสงผลตอความสามารถใน
การคลายตัวของหัวใจ จึงนํามาสูความสนใจที่จะศึกษาถึงปจจัยตางๆที่อาจจะมีผลตอการ
แสดงออกของ PV ไดแก เพศ อายุ และการออกกําลังกาย สําหรับปจจยัทางดานเพศนั้น ไดศึกษา
การแสดงออกของ PV ในหวัใจหนูเพศเมยี ตั้งแตแรกเกดิ 3 เดือน 6 เดอืน และ 12 เดอืน พบวาการ
แสดงของ PV เพิ่มขึ้นเมื่อมอีายุเพิ่มขึ้น ซ่ึงคาดวานาจะสัมพันธกับการปรบัใหหวัใจมีการคลายตวั
ที่เหมาะสมกบัการเพิ่มขึ้นของการทํางานของหัวใจ ในชวงที่รางกายมีการเจริญเตบิโต  สวนปจจัย
ทางดานอายนุัน้ไดศึกษาการแสดงออกของ PV ในหวัใจหนูเพศผูตั้งแตวัยหนุมสาวไปจนถึงวยัชรา 
(9  เดือน 12 เดือน 18 เดือน และ 24 เดือน) โดยใชเทคนิคเดียวกนักับการศึกษาปจจยัทางดานเพศ  
พบวา การแสดงออกของ PV ลดลงในหนูวัยชรา ซ่ึงขอมูลดังกลาวนี ้ อาจจะนําไปอธบิายถึงการ
บกพรองของการคลายตัวของหัวใจซึ่งพบมากในผูสูงอายุ    นอกจากนี้ยังไดศึกษาถึงปจจัยทางดาน
การออกกําลังกาย โดยเลือกศึกษาการวายน้ําแบบเปนระยะเวลานานและใชเทคนคิเดียวกันกับ
การศึกษาปจจยัทางดานเพศและอายุ ผลจากการศึกษาพบวาการวายน้ําในวยัหนุมสาวสามารถ
กระตุนใหมกีารเพิ่ม  การแสดงออกของ PV ไดดีกวาการวายน้ําในวัยชรา  ผลของการวายน้ําใน
การทําใหการแสดงออกของ PV เพิ่มขึ้นนั้น อาจจะนาํไปอธิบายถึงกลไกลพื้นฐานของการออก
กําลังกายในการทําใหการคลายตัวของหวัใจดีขึ้น  ซ่ึงผลดังกลาวอาจจะนําไปใชเปนแนวทางใน
การปองกันและรักษาโรคหวัใจลมเหลวชนดิไดแอสโตลกิในอนาคต 
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เนื้อหางานวิจัย :    โครงการวิจัยเร่ือง อิทธิพลของอายุ เพศ และการออกกําลังกาย ตอการ
แสดงออกของ parvalbumin ในหวัใจหน ู

 
บทนํา 

โรคหัวใจลมเหลว (Heart failure) เปนโรคที่มีอันตรายรายแรงถึงชีวิต อัตราการเสียชีวิต
จากโรคหัวใจลมเหลว อยูใน 5 อันดับแรกของสาเหตุการเสียชีวิตในป 2545 ของประเทศไทยและ
เปนอัตราการเสียชีวิตอันดับที่ 2 ของประชากรที่มีอายุมากกวา 65 ป นอกจากนี้ยังพบวาเพศชายมี
อัตราการเสียชีวิตดวยโรคหวัใจมากกวาเพศหญิง (สถิติสาธารณสุข, 2545) โรคหัวใจลมเหลว แบง
ออกเปน 2 ประเภท ไดแก โรคหัวใจลมเหลวชนิดซิสโตลิก (Systolic heart failure) ซ่ึงจะพบได
ประมาณ 60% และสามารถรักษาโดยการใชยาตาง ๆ เชน β-blockers (Senior, 2001) อีกประเภท
หนึ่งไดแกโรคหัวใจลมเหลวชนิดไดแอสโตลิก (Diastolic heart failure) ซ่ึงจะพบไดประมาณ 
40% และพบมากในผูสูงอายุ (Senni and Redfield, 2001; Schmidt et al., 2004) ซ่ึงโรคหัวใจ
ลมเหลวประเภทนี้ยงัไมมีวธีิการรักษา โรคหัวใจลมเหลว ชนิดไดแอสโตลิก เกิดจากการคลายตัว
ของหัวใจชากวาปกติ ทําใหเลือดไหลกลับเขามาในหวัใจไดนอยลง มีผลทําใหการสูบฉีดเลือดจาก
หัวใจไปที่ปอดและไปเลี้ยงรางกายลดลง (Lorell, 1991; Mandinov et al., 2000; Zile and 
Brutsaert, 2002a)      โดยม ี2 ปจจยั ที่มีสวนเกี่ยวของไดแก การเพิ่มความหนา หรือความแข็งของ
ผนังหัวใจ และการที่กลามเนื้อหัวใจไมสามารถคลายตัวไดอยางปกติ (Aggarwal et al., 2001 ; Zile 
and Brutsaert, 2002b)  
 ในระยะทีห่ัวใจคลายตัวนั้น แคลเซียมไอออนจะถูกดึงกลับเขาไปใน sarcoplasmic 
reticulum โดยใช ATP-dependent calcium pumps จากการศึกษาในเนื้อเยื่อหวัใจของผูปวยดวย
โรคหัวใจลมเหลว และผูปวยที่มีพยาธิสภาพของกลามเนือ้หัวใจ (cardiomyopathy) พบวา การดึง
แคลเซียมไอออนกลับเขามาเก็บใน sacroplasmic reticulum นั้นใชเวลานานกวาปกติ (Morgan, 
1991) จึงนําไปสูความสนใจที่จะศกึษาโปรตีนที่มีคุณสมบัติในการทําใหกลามเนือ้คลายตัวที่ช่ือ 
parvalbumin ซ่ึงเปนโปรตีนที่ทําหนาที่ในการจับกับแคลเซียม (Ca2+ binding protein) พบปริมาณ
มากในกลามเนื้อลายชนิดหดและคลายตวัเร็ว (fast-twitch muscle fiber) โดยที่ parvalbumin จะทํา
หนาที่ดึงแคลเซียมไอออน ออกมาจาก Troponin C และสงแคลเซียมกลับเขาสู sarcoplasmic 
reticulum ซ่ึงจะมีผลทําใหกลามเนื้อคลายตัว  ดังนัน้การคลายตัวจึงขึ้นอยูกับอตัราการจับของ
แคลเซียมไอออนกับ parvalbumin และเปนกระบวนการที่ไมตองใชพลังงาน (Berchtold et 
al.,2000)  

จากการศึกษาเมื่อไมนานมานี้พบ parvalbumin ในหวัใจหนเูพศผู โดยเทคนิค 
immunohistochemistry และเสนอแนะวา parvalbumin ในกลามเนือ้หัวใจ นาจะทําหนาทีเ่ปน



 10

ปจจัยในการคลายตัว (Relaxing factor) เชนเดียวกับในกลามเนื้อลาย (Vongvatcharanon U. and 
Vongvatcharanon S., 2003) และมีการศึกษาเพิ่มเตมิเพื่อยืนยันโดยใชทั้งเทคนิค 
immunohistochemistry และเทคนิค Western blot ในหัวใจหนูเพศผู พบการแสดงออกของ 
parvalbumin ในทั้ง 2 เทคนิค (Vongvatcharanon  et al., 2006) ซ่ึงนํามาสูการศึกษาถึงปจจยัที่
อาจจะสงผลตอการเปลี่ยนแปลงของปริมาณ parvalbumin 

จากการศึกษาของ Cai et al, (2001) ในกลามเนื้อลายของหนูเพศผู พบวามีการเปลี่ยนแปลง
ปริมาณของ parvalbumin โดยที่ในกลามเนื้อลายชนิด fast- twitch ปริมาณของ parvalbumin ลดลง
เปนอยางมาก ในหนูอายุ 2 ป (เทียบไดกบัวัยสูงอาย)ุ และการไดรับการฝกใหออกกาํลังกายจะชวย
รักษาปริมาณของ parvalbumin ในหนวูัยสูงอายุไมใหลดลง ในขณะที่กลามเนื้อลายชนิดหดและ
คลายตัวชา (slow-twitch) นั้นไมพบ parvalbumin และเมื่อหนูไดรับการฝกใหออกกําลังกาย 
สามารถกระตุนการสราง parvalbuminไดทั้งในหนูวัยหนุมและวัยสูงอาย ุ  การลดลงของ 
parvalbumin ภายในหวัใจ อาจนําไปสูการอธิบายสาเหตุของภาวะโรคหัวใจลมเหลวแบบ diastolic 
dysfunction ซ่ึงพบไดบอยในผูสูงอายุ นอกจากนี้การกระตุนการสราง parvalbumin โดยการฝกให
ออกกําลังกาย อาจจะมีสวนสําคัญในการใชเปนแนวทางในการปองกันหรือรักษาโรคหัวใจ
ลมเหลวประเภทนี้  ดังนัน้วตัถุประสงคของการวิจยัในครั้งนี้  เพื่อศึกษาถึงปจจัยตาง ๆ ไดแก อาย ุ
เพศ และการออกกําลังกาย ซ่ึงอาจจะมีผลในการเปลี่ยนแปลงของปริมาณของ parvalbumin ใน
หัวใจของหน ู
 
วัตถุประสงคของโครงการ 

1. ศึกษาอิทธิพลของเพศตอการแสดงออกของ parvalbumin  ในหวัใจหนู 
2. ศึกษาอิทธิพลของอายุตอการแสดงออกของ parvalbumin ในหวัใจหนู 
3. ศึกษาอิทธพิลของการออกกาํลังกายตอการแสดงออกของ parvalbumin ในหวัใจหน ู

 
1. การศึกษาอิทธิพลของเพศตอการแสดงออกของ parvalbumin 

วิธีการทดลอง 
- นําหนู Wistar เพศเมียอายุ แรกเกิด  3 เดือน 6 เดือน และ 12 เดือน กลุมอายุ

ละ 10 ตัว มาสลบโดยฉีดดวย Nembutal (sodium pentobarbital 55 mg/kg) 
เขาทางชองทอง 

- ช่ังน้ําหนกัหนแูละผาตัดหวัใจออกมา ช่ังน้ําหนกัหวัใจ จากนั้นนาํหัวใจ
เฉพาะสวนที่เปน ventricle แบงเปน 2 สวน 

- สวนที่ 1 นําไปสกัดโปรตีน แยกโปรตีนดวยกระแสไฟฟา แลวตรวจหาแถบ
โปรตีน parvalbumin โดยใชเทคนิค Western blot    
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- สวนที่ 2 นําไปผานขบวนการ Tissue processing for wax embedding แลวตัด
ช้ินเนื้อใหเปนแผนบางๆ และนําไปยอมเพื่อช้ีแสดง parvalbumin โดยใช 
เทคนิคimmunohistochemistry  

- นําน้ําหนักหวัใจและน้ําหนกัตัวมาหาสัดสวนของน้ําหนักหวัใจตอน้าํหนัก
ตัว แลวนําขอมูลมาเขียนกราฟ เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานในการใชประกอบการ
อธิบายการทํางานของหัวใจ  

- ผาตัดนํากลามเนื้อ extensor digitorum longus (EDL) ซ่ึงเปนกลามเนื้อที่มี
รายงานวาพบ โปรตีน parvalbumin ในปรมิาณมาก (Heizmann, 1982) 
ออกมา โดยใชเปน positive control  

- ผาตัดนําหลอดเลือดขนาดใหญ เชน หลอดเลือด aorta ซ่ึงเปนเนือ้เยื่อที่
รายงานวาไมพบ โปรตีน parvalbumin (Celio และ Heizmann, 1982) ออกมา 
โดยใชเปน negative control 

 
ผลการทดลอง 

1.1 เปอรเซ็นตสัดสวนของน้ําหนักหัวใจตอน้ําหนักตัวของหนูเพศเมีย  
เปอรเซ็นตสัดสวนของน้ําหนักหัวใจตอน้ําหนักตัว ลดลงมากจากแรกเกิดไป
จนถึงอายุ 3 เดือน  หลังจากอายุ 3 เดือน ไปจนถึงอายุ 12 เดือน เปอรเซ็นต
สัดสวนของน้ําหนักหัวใจตอน้ําหนักตัวใกลเคียงกัน  (รูปที่ 1) 
 

รูปที่ 1 กราฟแสดงเปอรเซ็นตสัดสวนของน้ําหนกัหวัใจตอน้ําหนกัตัวของหนูเพศเมยี 
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1.2 ผลการศึกษาโดยใชเทคนคิ  immunohistochemistry และใช anti-parvalbumin antibody  
 

พบวา ในเนื้อเยื่อหวัใจหนแูรกเกิด เซลลมีลักษณะที่ยังเจริญไมสมบูรณ โดยเซลล
จะมีขนาดเล็ก รูปรางคอนขางเรียว ไซโตพลาสซึมใส พบปฎิกิริยาอมิมูโนของ PV 
(parvalbumin immunoreactivity) (สีน้ําตาล) บรรจุอยูไมเต็มภายในไซโตพลาสซึม 
(รูปที่ 2A)  ขณะที่เซลลกลามเนื้อหัวใจของหนูอายุ 3 6 และ 12 เดือน เซลลรูป
ทรงกระบอกแตกกิ่งกานสาขาพบปฎิกิริยาอมิมูโนของ PV  บรรจุอยูเต็มภายในไซ
โตพลาสซึมของทุกเซลลและ ปฎิกิริยาอิมมูโนของ PV มีความเขมเหมือนกันทุกเซลล 
(รูปที่ 2B, C และ D) ปฎิกริิยาอิมมูโนของ PV  ในกลามเนื้อ EDL นั้นแตกตางจาก
กลามเนื้อหวัใจ โดยบาง fiber พบ ปฎิกิริยาอิมมูโนของ PV มาก บาง fiber พบ
ปฎิกิริยาอิมมูโนของ PV นอยหรือไมพบเลย (รูปที่ 2E) ไมพบปฎิกิริยาอิมมโูนของ 
PV ภายในผนังหลอดเลือด aorta (รูปที่ 2F) และภายในเซลลกลามเนื้อหวัใจ ทีม่ี
กระบวนการยอมเหมือนเนื้ออ่ืนๆยกเวน primary antibody  (ไมไดแสดงรูป) 
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รูปที่ 2 แสดงปฎิกิริยาอิมมูโนของ PV (สีน้ําตาลอยูภายในไซโตพลาสซึม) ของ (A)   กลามเนือ้
หัวใจในหนแูรกเกิด, (B) กลามเนื้อหัวใจในหนูอายุ 3 เดือน (C) กลามเนื้อหวัใจในหนูอาย ุ 6 เดือน 
(D) กลามเนื้อหัวใจในหนูอายุ 12 เดือน (E) กลามเนื้อ EDL และ ไมพบ ปฎิกิริยาอมิมูโนของ PV 
ภายในผนัง หลอดเลือด Aorta (F) ของหนูเพศเมีย 

A B 

C D 

E F 
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1.3  ผลการศึกษาโดยใช เทคนิค  Western blotting  
จากการสกัดโปรตีนและแยกโปรตีนดวยกระแสไฟฟา ไดผลดังรูปที่ 3 
 

 
 

           Marker EDL Newborn       3-month   6-month 12-month 
 
รูปที่ 3  แสดงการผลแยกโปรตีนโดยใชกระแสไฟฟาของ กลามเนื้อ EDL และกลามเนือ้หัวใจ
 ในชวงอายุตางๆของหนูเพศเมีย 
 
หลังจากนัน้ยายโปรตีนไปยังแผน membrane และยอมแถบโปรตีน parvalbumin (PV) โดยใช anti-
parvalbumin antibody แลว expose กับแผนฟลม ไดผลดังรูปที่ 4 
 

 
รูปที่ 4 แสดงแถบโปรตีน parvalbumin ของ กลามเนื้อ EDL และกลามเนื้อหวัใจในชวงอายุตางๆ 

ของหนูเพศเมยี 

   10 kDa- 

      20 kDa- 

          30 kDa- 

   EDL  Newborn   3-month    6-month      12-month 
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จากการเปรยีบเทียบการแสดงออกของ parvalbumin ภายในหัวใจหนหูนูเพศเมียในแตละชวงอายุ 
พบการแสดงออกตั้งแตแรกเกิด (60.14 ± 9.98%) และเพิ่มขึ้นในหนูอายุ 3 เดอืน (76.90 ± 
9.75%), 6 เดอืน (86.60 ± 10.69%) ไปจนถึงอายุ 12 เดือน   (เมื่อเทียบใหหนูอายุ 12 เดือนมกีาร
แสดงออกของโปรตีน parvalbumin = 100% ) (รูปที่ 5)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5 การเปรียบเทียบการแสดงออกของ parvalbumin  ภายในหวัใจหนูเพศเมยีในแตละชวงอาย ุ
 
บทวิจารณ 

จากการศึกษาของ Vetter และคณะ (1995) พบวาในขณะที่หนูมกีารเจริญเติบโตตั้งแตแรก
เกิดจนเจริญเตม็วัย (Adult) นั้น ภายในกลามเนื้อหวัใจ การสง Ca2+ กลับเขาไปใน sarcoplasmic 
reticulum (SR) เพิ่มขึ้น และหัวใจคลายตวัไดเร็วข้ึน (Cappilli et al., 1988) ดังนั้นการเพิ่มขึ้นของ
โปรตีน parvalbumin ซ่ึงเพิ่มขึ้นตามวยันั้น อาจจะชวยทําใหการสง Ca2+ กลับเขาไปใน SR เพิ่มขึ้น 
เนื่องจาก parvalbumin จะทาํหนาที่ดึง Ca2+ ออกมาจาก Troponin C และชวยสง Ca2+ กลับเขาไป
ใน SR (Coutu et al., 2003) ซ่ึงมีผลทําใหกลามเนื้อคลายตัวไดเร็วข้ึน 
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2. การศึกษาอิทธิพลของอายุตอการแสดงออกของ parvalbumin  
วิธีการทดลอง 

- นําหนู Wistar rat เพศผู อายุ   9  เดือน 12 เดือน 18 เดือน และ 24 เดือน  กลุม
อายุละ 10 ตัว มาสลบโดย มาสลบโดยฉีดดวย Nembutal (sodium 
pentobarbital 55 mg/kg) เขาทางชองทอง 

- นําหัวใจเฉพาะสวนที่เปน ventricle แบงเปน 2 สวน 
- สวนที่ 1 นําไปผานขบวนการ Tissue processing for wax embedding แลวตัด

ช้ินเนื้อใหเปนแผนบางๆ และนําไปยอมเพื่อช้ีแสดง parvalbumin โดยใช 
เทคนิคimmunohistochemistry  

- สวนที่ 2 นําไปสกัดโปรตีน แยกโปรตีนดวยกระแสไฟฟา แลวตรวจหาแถบ
โปรตีน parvalbumin โดยใชเทคนิค Western blot    

- ผาตัดกลามเนือ้ extensor digitorum longus (EDL) เพื่อนํามาใชเปน positive 
control  

 
ผลการทดลอง 

โดยใชเทคนิค immunohistochemistry พบวา หวัใจหนูอายุ 9 และ 12 เดือน มี ปฎกิิริยา
อิมมูโนของ PV เขมมาก สวนหัวใจหนู อายุ 18 เดือน มี ปฎิกิริยาอิมมูโนของ PV  ลดลง ในขณะที่
หนูอายุ 24 เดอืนมีปฎิกิริยาอิมมูโนของ PV  นอยที่สุด (รูปที่ 6 A-D)  

โดยใชเทคนิค Western blot พบวาการแสดงออกของ PV  ในหัวใจหนูอาย ุ 9 เดอืน ( 
62.35 ± 16.33) และ 12 เดือน (67.67 ± 15.12) ไมแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ  การแสดงออกของ 
PV ลดลงอยางมีนัยสําคัญในหัวใจหนูอายุ 18 เดือน  (49.05 ± 11.98) และ 24 เดอืน (45.67 ± 
4.64) เมื่อเปรียบเทียบกับหวัใจหนูอายุ 12 เดือน (p<0.05) สวนหวัใจหนูอายุ 18 และ 24 เดือนการ
แสดงออกของ PV  ไมแตกตางกันอยางมนียัสําคัญ (รูปที่ 7) 
 
บทวิจารณ 
 การลดลงของการแสดงออกของ PV  ในหวัใจหนวูัยชรา สอดคลองกับการศึกษาของ Cai 
และคณะ (2001) ซ่ึงพบการลดลงของการแสดงออกของ PV  ในกลามเนื้อลาย EDL ของหนูวยัชรา 
นอกจากนี้ในหัวใจหนูวยัชรายังพบวามกีารลดลงของ Ca2+ ATPase (Jiang and Narayanon, 1990) 
ดังนั้นการลดลงของ Ca2+  ATPase รวมกับการลดลงของ parvalbumin อาจจะนาํไปอธิบายการ
บกพรองของการสง แคลเซียม กลับเขา sarcoplasmic reticulum สงผลใหหวัใจเกิดการคลายตัวชา
นําไปสูการอธิบายพยาธิสภาพของโรคหัวใจลมเหลวชนดิไดแอสโตลิก ซ่ึงมีความบกพรองของ 
การคลายตัวและพบมากในกลุมวัยชรา 
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รูปที่ 6 แสดงปฎิกิริยาอิมมูโนของ PV (สีน้ําตาล) อยูภายในไซโตพลาสซึมของกลามเนื้อหวัใจหนู
อายุ 9 เดือน (A), 12 เดือน (B), 18 เดือน (C) และ 24 เดอืน (D)  
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     รูปที่ 7 การเปรียบเทียบการแสดงออกของ parvalbumin  ภายในหวัใจหนูเพศผูในแตละชวงอาย ุ

* = แตกตางอยางมีนัยสําคัญ เมื่อเทียบกับหนูอายุ 12 เดอืน 

 

* 
* 

A B 

C D 
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3. การศึกษาอิทธิพลของการออกกําลังกายตอการแสดงออกของ parvalbumin ภายในหัวใจหนู 
วิธีการทดลอง 

- นําหนู Wistar rat เพศผู อายุ  3 เดือน  6  เดือน 12 เดือน และ 18 เดือน 
แบงเปน 2 กลุม ไดแก กลุมที่ไมไดรับการฝกใหวายน้ํา (sedentary, S) และ
กลุมที่นํามาฝกวายน้ํา (exercise, E)  โดยใหวายในถังพลาสติกขนาดใหญ มี
ความจุ 500 ลิตร  (รูปที่ 8) อุนน้ําโดยใชไฟสองใหไดอุณหภูมิประมาณ 28oC  
และฝกใหวายโดยเริ่มจากสัปดาหแรกวายน้ํา 5 นาที และเพิ่มเวลาในสัปดาห
ถัดไปเรื่อย ๆ ไปจนถึง 30 นาทีเปนเวลา 6 เดือน   หลังจากวายน้ําเช็ดตัวให
แหงและใชไฟสองในการใหความอบอุน การฝกวายน้ําดัดแปลงมาจาก
งานวิจัยของ Gunduz และคณะ (2004) 

- หลังจากครบ 6 เดือน หนูจะมีอายุ 9  เดือน  12  เดือน 18 เดือน และ 24 เดือน 
นําหนูทั้งหมดมาสลบโดยฉีด nembutal (sodium pentobarbital 55 mg/kg) 
เขาทางชองทอง 

- นําหัวใจเฉพาะสวนที่เปน ventricle แบงเปน 2 สวน 
- สวนที่ 1 นําไปผานขบวนการ Tissue processing for wax embedding แลวตัด

ช้ินเนื้อใหเปนแผนบางๆ และนําไปยอมเพื่อช้ีแสดง parvalbumin โดยใช 
เทคนิค immunohistochemistry  

- สวนที่ 2 นําไปสกัดโปรตีน แยกโปรตีนดวยกระแสไฟฟา แลวตรวจหาแถบ
โปรตีน parvalbumin โดยใชเทคนิค Western blot    

- ผาตัดกลามเนือ้ extensor digitorum longus (EDL) เพื่อนํามาใชเปน positive 
control  
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รูปที่ 8 แสดงการฝกใหหนูวายน้ํา 
 

ผลการทดลอง 
ผลการศึกษาโดยใชเทคนิค immunohistochemistry พบวา หัวใจหนูกลุมที่ไดรับการฝกให

วายน้ํา (E) อายุ 9, 12 และ18 เดือน มีความเขมของปฎิกิริยาอิมมูโนของ PV เพิม่มากขึ้นอยาง
สังเกตไดชัดเจน เมื่อเทียบกบักลุมที่ไมไดรับการฝก (S)   ที่มีอายุเทากนั (รูปที่ 9A-F) สวนกลุมอาย ุ
24 เดือน มีความเขมของปฎิกิริยาอิมมูโนของ PV  เพิ่มขึ้นเล็กนอย เมื่อเทียบกับกลุมที่ไมไดรับการ
ฝก  (รูปที่ 9G และ H) 

ผลการศึกษาโดยใชเทคนิค Western blot พบวาการแสดงออกของ PV  ในหวัใจหนูทุก
กลุม (รูปที่ 10) แตกลุมที่ไดรับการฝกใหวายน้ํา อายุ 9 เดอืน (S =62.35 ± 16.33, E= 83.20 ±7.41) 
และ12 เดือน (S =67.67 ± 15.12, E= 87.46 ±15.47) มีการแสดงออกของ PV เพิ่มขึ้นอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหวัใจหนกูลุมที่ไมไดรับการฝกที่มีอายุเทากนั สวนหวัใจ
หนูกลุมที่ไดรับการฝกใหวายน้ํา อายุ18 เดือน มีการแสดงออกของ PV เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญที ่ 
p<0.01  (S =49.05 ± 11.98, E= 82.01 ±21.11) เมื่อเปรียบเทียบกับหัวใจหนกูลุมที่ไมไดรับการฝก
ที่มีอายุเทากนั แตหวัใจหนูอายุ  24 เดือน การแสดงออกของ PV ทั้งกลุมที่ไดรับการฝกใหวายน้ํา
และกลุมที่ไมไดรับการฝก  ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคญั (รูปที่ 11) 
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รูปที่ 9 แสดงปฎิกิริยาอิมมูโนของ PV (สีน้ําตาล,*) อยูภายในไซโตพลาสซึมของกลามเนื้อหัวใจหนู กลุมตางๆ
ไดแก (A) อายุ 9 เดือน ไมไดรับการฝกใหวายน้ํา, (B) อายุ 9 เดือน ไดรับการฝกใหวายน้ํา, (C) อายุ 12  เดือน 
ไมไดรับการฝกใหวายน้ํา, (D) อายุ 12  เดือน ไดรับการฝกใหวายน้ํา, (E) อายุ 18 เดือน ไมไดรับการฝกใหวายน้ํา, 
(F) อายุ 18 เดือน ไดรับการฝกใหวายน้ํา, (G) อายุ 24  เดือน ไมไดรับการฝกใหวายน้ํา, (H) อายุ 24  เดือน ไดรับ
การฝกใหวายน้ํา 
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C 
 

D 
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           EDL   9S          9E             12S    12E    EDL  18S  18E      24S          24E 
 
รูปที่ 10 แสดงแถบโปรตีน parvalbumin ของ กลามเนื้อ EDL และกลามเนื้อหวัใจในชวงอายุตางๆ 

ไดแก 9 , 12 , 18 และ 24 เดือน ทั้งกลุมที่ไมไดรับการฝกใหวายน้ํา (S) และกลุมที่นํามา
ฝกวายน้ํา (E)   

 
Expression of PV in sedentary and excercised rat heart
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     รูปที่ 11  การเปรียบเทยีบการแสดงออกของ parvalbumin  ภายในหัวใจหนูเพศผูในแตละชวง
อายุ ทั้งกลุมทีไ่มไดรับการฝกใหวายน้ํา (S) และกลุมที่นาํมาฝกวายน้ํา (E)   

* = แตกตางอยางมีนัยสําคัญ  p<0.05, ** = แตกตางอยางมีนัยสําคัญ  p<0.01 
 
บทวิจารณ 
 พบวาการออกกําลังกายโดยการวายน้ําสามารถกระตุนใหมีการแสดงออกของ PV เพิ่มขึ้น 
โดยเฉพาะในหนูวยัหนุม แตการกระตุนการเพิ่มแสดงออกของ PV โดยการเริ่มวายน้ําในอายุ 18 
เดือนนัน้ไดผลนอยกวาในหนูวยัหนุม จากการศึกษาของ Take และคณะ (1996) พบวาการออก
กําลังกายโดยการวายน้ํามีผลทําให SR Ca2+ - ATPase mRNA เพิ่มขึ้น ดังนั้นการเพิ่มขึ้นของ SR 
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12 KDa - 

* * **
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ABSTRACT 
Changes of parvalbumin (PV) expressions during the postnatal development of the female rat 
heart were investigated in order to determine if they correlated with the age-related changes of 
the heart function. Newborn, 3-month (young), 6-month (young adult) and 12-month (adult) 
female Wistar rat’s heart were processed for immunohistochemistry and Western blotting assay. 
PV was detected, by both methods, in all age groups from newborn to 12-month old rats but was 
very low compared to that in EDL fibers. However, in the newborn rat heart, PV immunoreactivity 
did not fully fill the cytoplasm of the cardiac myocytes and the PV expression was low 
(60.14±9.98%) compared to the adult level. In contrast with 3-month to 12-month animals, 
strong PV immunoreactivity was detected throughout the cytoplasm of all cardiac myocytes and 
the expression of PV increased with increasing age: 3-month (76.90±9.75%), 6-month 
(86.60±10.69%) and 12-month (100%). Our study indicates that an increase of PV in the  female 
rat heart with increasing age (from newborn to adult) may be associated with maintaining proper 
relaxation of the cardiac myocytes that is needed to cope with an increasing workload of the 
heart during body growth. 
 
KEYWORDS: Female rat heart; Parvalbumin; Calcium-binding protein; Age-related 

postnatal development; Immunohistochemistry; Western blotting 
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INTRODUCTION 
Parvalbumin (PV), is a low molecular weight protein (12 kDa) that belongs to the EF-

hand family of calcium (Ca2+)  binding proteins. It has two metal binding sites, with high affinity 
for calcium and moderate affinity for magnesium1. PV is found in high concentration in fast-
contracting skeletal muscle fiber2 and its role there has been postulated to be a relaxing factor 
capable of removing Ca2+  ions from the myofibrillar Ca2+-binding subunit of troponin, troponin C 
and then transporting the Ca2+  ions to the sarcoplasmic reticulum (SR)3,4,5. Due to its Ca2+  

affinity, PV functions as an ATP-independent Ca2+  sink and enhances relaxation in skeletal 
muscle6,7. PV is therefore considered as a target protein for diastolic heart failure for  which 
currently, there is no specific treatment 8. Diastolic dysfunction is characterized by a prolonged 
relaxation that is typically the result of a decreased rate of intracellular Ca2+ sequestration9.  

PV was recently identified in rat heart tissue10 and it has been suggested that PV  is 
involved in mediating relaxation in cardiac myocytes8, 11-14. A mechanism by which PV mediates 
cardiac myocytes relaxation has been proposed by Coutu et al.13. He explained that at late 
diastole, intracellular Ca2+ levels are low and PV is mainly bound to  Mg 2+ whereas at systole, 
intracellular Ca2+ levels rapidly increase resulting in some of  the metal-binding sites on PV 
switching from binding     Mg 2+ to binding Ca2+. However, unbinding of Mg 2+ from PV is 
relatively slow, thus Ca2+ released at stimulation is bound primarily to TnC  leading to activation 
of cardiac myocytes contraction. At the end of systole, Ca2+ dissociates from TnC and binds to 
PV resulting in activation of cardiac myocytes relaxation. At mid-diastole to late diastole, 
intracellular Ca2+ levels decrease, the metal-binding sites on PV switching back from binding 
Ca2+ to binding Mg 2+ again. Therefore, changes of parvalbumin levels may affect heart function.  
According to the work of O’Mahony et al.15, women had proportionately more diastolic 
dysfunction heart failure than men, whereas men have more heart failure caused by systolic 
dysfunction than women16. Up to now, the underlying mechanisms remain to be clarified. The 
expression of PV may be associated. However, no information on the expression of parvalbumin 
in the female rat heart at different stages of maturation has been available. Therefore, this study 
aims to investigate expression of PV in the female rat heart at different stages of maturation (from 
newborn to adult). This may help to explain how the female cardiac response adapts to cope 
with the increasing workload of the heart during body growth. This data would have important 
clinical implications for the treatment of cardiovascular disease in women.  
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MATERIALS AND METHODS 
Animals 
Ten  female Wistar rats at each of the following ages: newborn, 3-months-old (young), 6-months-
old (young adult) and 12-months-old (adult) were obtained from the Animal Unit, Faculty of 
Science, Prince of Songkla University, Songkhla, Thailand. The maturity stage was assigned 
according to the work of Narayanon17. The experimental protocols described in the present 
study were approved and guided by the Animal Ethical Committee of the Prince of Songkla 
University for care and use of experimental animals. Rats were anesthetized by an 
intraperitoneal injection of 75 mg/kg pentobarbital sodium. Hearts were then removed and 
divided into two halves. Only the left and right ventricles were used in this study. The Extensor 
digitorum longus (EDL) muscle was also removed, due to it being known to have a high 
parvalbumin content2 and divided into two halves, to be used as positive controls. The ventricles 
and EDL were processed for immunohistochemistry and Western blotting. 
Immunohistochemistry 

Tissues were fixed in 10% formalin and processed for paraffin wax embedding. Serial 5 
µm-thick sections were cut and mounted on TESPA- coated slides. The immunohistochemistry 
method has been described previously10.  Briefly, after deparaffinization and dehydration, the 
sections were incubated sequentially with 0.3% (v/v) Triton X-100 for 30 min, 3%( v/v) H2O2 in 
methanol for 30 min, 10% (v/v) normal horse serum (Vector Laboratories, Burlingham, CA) 60 
min, and then with anti-parvalbumin mouse monoclonal antibody (Parv-19, Sigma) at a dilution of 
1:1,000, for 48 h, at 4oC. The specificity of the antibody has been described previously10, 18-20. 
The sections were then incubated with biotinylated secondary anti-mouse IgG antibody (Vector 
Laboratories), at a dilution of 1:200, for 2 h, washed in 0.1M Tris phosphate buffer, pH 7.4,  3 
times for 5 min and incubated for 2 h with avidin-biotin complex. Immunoreactive sites were 
revealed using the diaminobenzidine (DAB) chromogen-based visualization system (Vector 
Laboratories).  Negative controls were performed by omitting the primary antibodies. 

Western blotting 
 Rat hearts and EDL were freshly removed and washed with phosphate buffered 
saline. The heart and EDL cell lysates were prepared using a pestle with mortar and lysis buffer. 
The cell lysates were centrifuged at 14000 X g, 4°C for 10 min. The supernatant fractions were 
separated and the protein concentrations were determined by the DC protein assay (BIO-RAD, 
Laboratories, Hercules, CA, USA). 20 µg of varied age lysate samples were separated by SDS-
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polyacrylamide gel (12%) electrophoresis and transferred onto nitrocellulose membranes. Blots 
were treated with anti-parvalbumin (Parv-19, Sigma) (1:1000) as primary antibody, followed by 
horse radish peroxidase conjugated anti-mouse IgG (1:5000) as the secondary antibody. The 
parvalbumin proteins were visualized using a chemiluminescence method (Amersham 
Bioscience). Band intensities were measured with a BIO-RAD model GS-700 Imaging 
Densitometer (Bio-Rad). Parvalbumin immunoreactivity of each group of animals was expressed 
as percentage of the signal measured in the adult (12-month old) animals. 10 repetitions of the 
experiment were performed. Therefore, the data were reported as means of the indicated 
number ± standard error mean (SEM).  

Statistical  analysis 
Statistical  analysis was performed by One-way ANOVA to determine whether there were any 
significant differences among multiple groups of data. When there was a significant difference, a 
Least-Significant-Difference test was performed to determine which of the individual groups 
were different. P-Values < 0.05 was considered significant.  
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RESULTS 
PV immunoreactivity in skeletal muscle and heart tissue 
 PV  immunoreactivity was identified in the cytoplasm of EDL muscle fibers and heart tissue (Fig. 
1A and B).  Each fiber of EDL had different labeling intensities: strong, moderate and weak 
intensities (Fig. 1A).  In the heart tissue (ventricular wall) composed of cardiac myocytes, 
connective tissue and blood vessels showing strong PV immunoreactivity was identified in 
cardiac myocytes whereas in blood vessels and fibroblast, no PV immunoreactivity were found 
(Fig. 1C and D). Identical PV immunoreactivity was observed in all cardiac myocytes (Fig. 1 B-
D). 
PV immunoreactivity in  heart tissue at different ages 
In the newborn, cardiac myocytes showed different features from those of the 3, 6 and 12-month 
groups. The newborn cardiac myocytes were spindle-shaped with a central and clear cytoplasm 
and PV immunoreactivity did not fully fill the cytoplasm (Fig. 2A). In contrast, the cardiac 
myocytes from 3-12 month old animals were cylindrical in shape, branched and exhibited 
striations in their cytoplasm. In addition, strong parvalbumin immunoreactivity was detected 
throughout the cytoplasm of all cardiac myocytes (Fig. 2B-D). The intensity of parvalbumin 
immunoreactivity was found to increase with increasing age (Fig. 2B-D). No PV immunoreactivity 
was identified in negative controls (data not shown).  
Quantification of parvalbumin by Western blotting 
Parvalbumin was detected in heart tissue of rats of all age groups. However, the expression of 
parvalbumin in the heart tissue was low compared to that of EDL (Fig. 3A). Densitometric 
quantification of the blots of parvalbumin revealed that there was a statistically significant 
difference in parvalbumin expression among different age groups (p<0.05). The expression of 
parvalbumin was low in the newborn rat heart (60.14 ± 9.98%) and then increased in hearts 
from 3-month (76.90 ±  9.75%), 6-month (86.60 ± 10.69%) and 12-month (100%) animals, as 
illustrated in Figure 3B. A significant increase of parvalbumin expression was detected in 6-
month and 12-month compared to the newborn groups (p<0.05) (Fig. 3B). 
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Legends to Figures 
Figure 1.  (A) 3-month old rat EDL section showing strong PV immunoreactivity in the 

cytoplasm of some muscle fibers (*).   

(B) 3-month old rat  heart section showing strong PV  immunoreactivity in the 
cytoplasm of all cardiac myocytes (*).   

(C) Cross section of 3-month old rat heart section showing strong PV  
immunoreactivity in the cytoplasm of all cardiac myocytes (*) and no PV  
immunoreactivity in blood vessel (blue arrows). 

(D) Higher magnification of heart section showing strong PV  in the cytoplasm of all 
cardiac myocytes and no PV immunoreactivity in fibroblasts (black arrows). 

Figure 2.  The PV  immunoreactivity in the cytoplasm of cardiac myocytes (*) at different 
ages; (A) newborn, (B) 3-month, (C) 6-month and (D) 12-month rat hearts. 

Figure 3A.   Western blotting showing expression of PV in EDL and  rat hearts at different ages: 
newborn, 3-month, 6-month and 12-month. 

Figure 3B.  Histogram showing densitometric quantitation of blots of PV  in rat hearts at different 
ages: newborn, 3-month, 6-month and 12-month. * significantly different, P<0.05 
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DISCUSSION 
Our results from Western blotting and immunohistochemistry identified a different 

pattern of PV expression and immunoreactivity between fast-twitch skeletal muscle fibers (EDL) 
and heart tissue. Our data demonstrated a high expression of PV in EDL that correlated to the 
previous study using HPLC (High performance liquid chromatography) that showed high 
concentrations of PV  in EDL2. The high concentration of PV in EDL explains its ability to relax 
rapidly. This may be related to its functional ability. In the muscle that functions for fine 
movements, the contraction and relaxation process must be highly coordinated. Thus extensor 
muscles relax fairly rapidly when the flexor muscle contracts. However, each fiber of the EDL 
showed different intensities of PV immunoreactivity whereas all cardiac myocytes had a similar 
pattern of immunoreactivity in the cytoplasm, indicating that they all might contain a similar 
concentration of PV. If this is the case, then all activated cardiac myocytes may operate 
simultaneously and this may be important for rhythmic function, in that all contractile units have 
synchronized activity to produce an effective cardiac output. 
  In rat skeletal muscle, PV was identified 4 days after birth21 whereas in this study, PV 
was detected in heart muscle at birth. Leberer and Pette22 suggested that PV synthesis in rat 
skeletal muscle is related to their immediate use after birth. However, the heart was already 
functioning before birth, therefore, it will be interesting to study PV levels in embryonic heart to 
investigate its role.  

As an approach to correct diastolic dysfunction, a PV skeletal muscle gene was 
transferred to cardiac myocytes. This resulted in an increased PV level in cardiac tissue and an 
enhanced heart relaxation performance8,11-14. With this technique an over-expression of PV in 
cardiac tissue and possible activation of the immune response may cause potential problems23. 
Thus, the application of this technique for treatment of DHF in humans remains controversial and 
perhaps a more effective technique is required to prevent possible adverse effects. 

From our study, the low level of PV found in the newborn rat heart, may indicate an 
inefficient diastolic heart function in the  newborn.  This can be related to the work of Zhou et al24 
who found  that the diastolic function matures 3 weeks after birth. In 3 to 12-month rat hearts all 
cardiac myocytes were mature, and parvalbumin immunoreactivity fully filled the cytoplasm of all  
cardiac myocytes. As judged from the intensity of parvalbumin immunoreactivity the expression 
of parvalbumin increased with increasing age. This may explain a higher Ca2+ uptake of the 
sarcoplasmic reticulum in adult compared to the neonatal heart25 and this could explain an 
increase in load sensitivity of relaxation of the heart during maturation from the neonatal to adult 
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rat heart 26. The  up-regulation of PV expression from newborn to adult found in female rat hearts 
may be a fundamental adaptation of the heart to deal with an increasing workload during 
postnatal growth.  It is likely that the up-regulation occurs in parallel with the increasing function 
of the neuroendocrine system, especially sex hormone. Thus, it is hypothesized that the PV up-
regulation is associated with levels of sex hormone.  Previously, it has been demonstrated that 
the protective effects of ovarian function on the cardiovascular system are largely mediated by 
17β-estradiol27. According to the work of Cai et al.28, PV expression in male rat skeletal muscle 
was down regulated during aging (in 18 and 24 month old). Furthermore, it has been shown that 
female rats enter menopause between ages 15 and 18 months29. This suggests that the down 
regulation may be sex hormone related.  However, the animal used in the present study ranged 
only from newborn to 12 month old. Therefore, it is of interest to investigate the relationship 
between sex hormone and PV expression. Thus, the further study is underway to study the PV 
levels in ovariectomized rats or the rats entering menopause. Measurement of the PV expression 
in aging or ovariectomized animals could explain some mechanisms of diastolic heart failure in 
aging women. 
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Abstract 
Parvalbumin (PV), a small (12 kDa) cytoplasmic calcium binding protein, has been implicated  in 
mediating relaxation in cardiac myocytes. The influence of  aging and exercise on the expression of 
PV in rat heart was  investigated. Male Wistar rats at  each of the following ages: 3, 6, 12 and 18-
months were divided into sedentary and exercise groups. The exercise group had been trained to 
swim for 6 months. The hearts were processed for immunohistochemistry and Western blotting. The 
intensity of  PV immunoreactivity (PV-ir) was strong in the 9 and 12-month hearts and decreased in 
the 18-month hearts. The smallest amount was in the 24-month rat heart when compared to those of 
the 9,12 and 18 month rat hearts.  A significant decrease of PV expression was found at 18-months 
(49.05  ±  11.98) and 24-months (45.67 ±  4.64) compared to that of the 12-month rat heart (67.67 ± 
15.12) (P < 0.05). The intensity of  PV-ir was obviously stronger in the 9-month, 12-month and 18-
month  exercised rat hearts than those of the sedentary rat heart whereas, in the 24-month rat heart, 
PV-ir was slightly stronger in the exercised rat heart than that of the sedentary rat heart. A significant 
increase of PV expression was identified in the exercised  rat heart compared to those of the 
sedentary rat heart in the 9-month (S= 62.35 ± 16.33, E = 83.20  ± 7.41),12-month (S= 67.67 ± 15.12,  
E= 87.46 ±15.47) (P < 0.05) and 18-month samples (S= 49.05  ±  11.98, E= 82.01 ± 21.11) (P < 
0.01). Our data indicate that PV expression is down regulated in rat heart during aging. This may 
explain the diastolic dysfunction which has been predominantly found in the elderly. In addition, our 
data indicate that long-term swimming exercise could induce an increase of PV expression and this 
may explain the fundamental mechanism of exercise on improving the aging-induced decrease in 
cardiac myocyte relaxation. 
 

Key words Parvalbumin, Calcium binding protein, Aging, Swimming, Rat heart
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Introduction 
Many studies have shown that physiological aging induces a decrease in cardiac functions 

(Rengo et al. 1991).  In several mammalian species including humans, it has been demonstrated 
that aging is related to impaired cardiac relaxation ( Weisfeldt 1975; 1980). In addition, prolonged 
relaxation is identified in senescent myocytes (Weisfeldt 1998). This impairment in diastolic function 
is a hallmark of congestive heart failure in the elderly (Haney et al. 2005 ). Diastolic heart failure 
represents one of the major causes of morbidity and mortality in the elderly population (O’Mahony et 
al. 2003; Kitzman 2002).  It is identified by a prolonged relaxation resulting in impaired filling and a 
depression in stroke volume (Lorell 1991; Mandinov et al. 2000; Zile and Brutsaert 2002). According 
to the work of Gwathmey et al. (1987), it has been shown that in human cardiac tissue samples 
obtained from diastolic heart failure patients, the duration time required to remove calcium (Ca2+) 
from the myoplasm is prolonged.  
 Parvalbumin (PV), a small (12kDa) cytoplasmic calcium binding protein,  plays an important 
role as a relaxing factor in fast-twitch skeletal muscle by acting as a calcium sink to temporarily bind 
calcium before  uptake by the sarcoplasmic reticulum (SR) (Muntener et al. 1995; Hou et al. 1993; 
Lannergren et al. 1993). This process has the additional  advantage that it is a non- ATP dependent 
process         (Gerday and Gillis 1976; Haiech et al. 1979; Gillis et al. 1982).    PV is therefore a target 
protein for the treatment of human diastolic heart failure. Recent, research has identified PV in the 
heart tissue of various species: rat (Inaguma et al. 1991; Vongvatcharanon and Vongvatcharanon 
2003; Vongvatcharanon et al. 2006), mouse, chicken, rabbit, pig (Vongvatcharanon et al. 2008) and 
it has been demonstrated that PV is implicated in mediating relaxation in cardiac myocytes (Coutu et 
al. 2003). In an aging rat, down regulation of PV expression has been identified in fast-twitch skeletal 
muscles (Cai et al. 2001). In addition, from previous studies, up regulation of PV expression has 
been demonstrated in the adult rat heart (Vongvatcharanon et al. 2006). However, there has been no 
information on PV expression in the rat heart during aging.  This information may be useful for 
explaining the pathology of diastolic dysfunction which has been predominantly found in the elderly. 
 It is well known that chronic endurance exercise training improves cardiac functions 
(Barnard et al. 1980; Schaible and Schever 1985; Jin et al. 2000). Normally, diastolic filling is 
reduced in aging, however, exercise   training was found to increase diastolic filling in healthy young 
and old men (Levy et al. 1993).  The role of exercise training in improving diastolic function is 
unclear. It has been demonstrated that exercise training improves the aging-induced decrease in 
myocardial contraction and relaxation (Levy et al. 1993; Li et al. 1986; Starnes et al. 1983).  In rat, 
swimming exercise has been demonstrated to induce cardiovascular responses especially, by 
inducing an increase in the left ventricular end-diastolic volume and much more than did a running 
exercise (Geenen et al. 1988). Therefore, the purpose of the present studies was to evaluate the 
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effect of aging and long-term swimming exercise on the expression of PV in the rat heart.  The 
results from this study may explain the pathology of diastolic dysfunction in the elderly and may have 
an important clinical implication for preventing  diastolic heart failure. 
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Materials and methods 
Animals 

Twenty male  Wistar rats at each of the following ages:  3-months-old (young), 6-months-old 
(young adult),  12-months-old (adult),  18- months-old (middle aging) were obtained from the Animal 
Unit, Faculty of Science, Prince of Songkla University, Songkhla, Thailand. The maturity stage was 
assigned according to the work of Narayanon (1987). The experimental protocols described in the 
present study were approved and guided by the Animal Ethical Committee of the Prince of Songkla 
University for the care and use of experimental animals.  All rats were given standard rat chow and 
tap water ad libitum and were housed at 23± 20 C on a 12 h dark and 12 h  light cycle.  The rats from 
each of the different age groups were divided into two groups, a sedentary group (n= 10) and an 
exercise group (n= 10). 
Training program 

The swimming protocol initially started at 5 min/day and was gradually increased by an 
additional 5 min/day. Swimming frequency was three days/week for a total duration of six month.  
The rats swam in groups of five animals, because it has been demonstrated that the intensity of 
swimming exercise was significantly raised by any interaction among the rats (Iemitsu et al. 2004),  
in a 60-cm-deep  tub and a surface area of 2,830 cm3 with water temperature maintained at  32-340 
C, and were towelled dry, and kept warm  by lighting after each exercise section. According to the 
work of Matsumoto et al (1996), a forced-swimming apparatus, a swimming pool with a pump (type 
C-P60H, Hitachi, Tokyo, Japan) that generated circulating currents, was developed to standardize 
the workload and reduce the swimming time for endurance swimming. Thus, after 2-month, the rats 
swam in a circulating water tank which had been modified for them.  Measurement of the maximum 
swimming time was  evaluated in each age group according to the work of Matsumoto et al (1996). 
Briefly, the rats were made to swim in groups of five at a time until fatigue, defined by the failure to 
rise to the surface of the water to breathe within a 7-s period. A different time for  the forced 
swimming were applied to the different age groups. 20 min/day for 3 and 6 month old rats, 15 
min/day for 12-month old rats and 10 min/day for 18 month old rats for a total duration of four 
months.   At the end of the exercise period, the rats were 9, 12, 18 and 24 months old. 
Tissue preparation 

Rats were anesthetized by an intraperitoneal  injection of  75 mg/kg  of pentobarbital 
sodium. Hearts were then removed and divided into two halves. Only the left and right ventricles 
were used in this study. The Extensor Digitorum Longus (EDL) muscle was also removed, due to it 
being known to have a high parvalbumin content (Heizmann et al. 1982) and this was divided into 
two halves, to be used as positive controls. The ventricles and EDL were processed for 
immunohistochemistry and Western blotting. 
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Immunohistochemistry 
Tissues were fixed in 10% formalin and processed for paraffin wax embedding according to 

routine protocols. Serial 5 µm-thick sections were cut by a microtome and mounted on TESPA- 
coated slides. The immunohistochemistry method has been described previously (Vongvatcharanon 
et al 2006; 2008).  Briefly, after deparaffinization and dehydration, the sections were incubated 
sequentially with 0.3% (v/v) Triton X-100 for 30 min, 3%( v/v) H2O2 in methanol for 30 min, 10% (v/v) 
normal horse serum (Vector Laboratories, Burlingham, CA) 60 min, and then with anti-parvalbumin 
mouse monoclonal antibody (Parv-19, Sigma) at a dilution of 1:1,000, for 48 h, at 4oC. The specificity 
of the antibody has been described previously (Celio and Heizmann 1981; 1982; Celio et al. 1988; 
Vongvatcharanon et al 2006). The sections were then incubated with biotinylated secondary anti-
mouse IgG antibody (Vector Laboratories), at a dilution of 1:200, for 2 h, washed in 0.1M Tris 
phosphate buffer, pH 7.4,  3 times for 5 min and incubated for 2 h with the avidin-biotin complex. 
Immunoreactive sites were revealed using the diaminobenzidine (DAB) chromogen-based 
visualization system (Vector Laboratories).  Negative controls were performed by omitting the 
primary antibodies. 

Western blotting 
 The Western blotting method has been described previously (Vongvatcharanon et al 
2006).  Briefly, rat hearts and EDL were freshly removed and washed with phosphate buffered 
saline. The heart and EDL cell lysates were prepared using a pestle with mortar and lysis buffer. The 
cell lysates were centrifuged at 14000 X g, 4°C for 10 min. The supernatant fractions were 
separated and the protein concentrations were determined by the DC protein assay (Bio-Rad, 
Thailand). 0.5 µg of lystate EDL sample and 20 µg of varied age lysate  heart samples were 
separated by SDS-polyacrylamide gel (12%) electrophoresis and transferred onto nitrocellulose 
membranes. Blots were treated with anti-parvalbumin (Parv-19, Sigma) (1:1000) as the primary 
antibody, followed by horse radish peroxidase conjugated anti-mouse IgG (1:5000) as the 
secondary antibody. The parvalbumin protein bands (12 KDa) were visualized using a 
chemiluminescence method (Amersham Biosciences). Band intensities were measured with an 
Imaging Quant TL (v. 2003.03) Densitometer (Amersham Biosciences).  

Statistical  analysis 

 The data were reported as means of the indicated number ± standard error mean (SEM). 
Statistical  analysis for comparing the expression of PV in the different age groups was performed by 
One-way ANOVA to determine whether there were any significant differences among multiple groups 
of data. When there was a significant difference, a Least-Significant-Difference test was performed to 
determine which of the individual groups had a different. P-Value and,< 0.05 was considered 
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significant.  For comparing the  expression of PV in the non exercise and exercise groups the T-test 
was performed.  

Results 
PV immunoreactivity (PV-ir) in the aging rat heart 
PV-ir  was identified in the cytoplasm of all cardiac myocytes and all cardiac myocytes in any sample 
had identical intensities of PV-ir (Fig. 1A).The intensity of PV-ir was strong in the 9-month and 12-
month rat hearts (Fig. 1A and 2A). The intensity of PV-ir  decreased in the 18-month rat heart (Fig. 
3A) and the intensity of PV-ir  was weakest in the 24-month rat heart compared to those of the 9,12 
and 18 month samples (Fig. 4A). 
 
PV immunoreactivity (PV-ir) in the sedentary and exercised rat heart 
The intensity of  PV-ir was obviously stronger in the 9-month, 12-month and 18-month  exercised rat 
heart than those of the sedentary rat heart (Fig. 1A-B, 2A-B and 3A-B). whereas, in the 24-month rat 
heart, PV-ir was only slightly stronger in the exercised rat heart than that of the sedentary rat heart 
(Fig.4A and B).  
 
Expression of PV in aging rat heart 
The expression of PV was identified in EDL and the rat hearts in all age groups (Fig.5). The 
expression of PV was not significantly different between  9-month (62.35 ± 16.33) and 12-month 
(67.67 ± 15.12) samples. On the other hand, a significant decrease of PV expression was found in 
the 18-month (49.05  ±  11.98) and 24-month samples(45.67 ±  4.64) compared to that of the 12-
month rat heart samples(P< 0.05) (Fig.6 ). No significant difference of PV expression was observed 
in the 18-month and 24-month rat hearts.  
 
Expression of PV in the sedentary and exercised rat heart 
Expression of PV was higher in the exercised rat heart than in the sedentary rat heart in the 9-month, 
12-month, 18-month and 24-month samples (Fig.5). A significant increase of PV expression was 
identified in the exercised  rat heart compared to those of the sedentary rat heart in the 9-month (S= 
62.35 ± 16.33, E = 83.20  ± 7.41),12-month (S= 67.67 ± 15.12,  E= 87.46 ±15.47) (P < 0.05) and 18-
month samples (S= 49.05  ±  11.98, E= 82.01 ± 21.11) (P < 0.01). No significant differences of PV 
expression were found in the 24-month sedentary and exercised rat hearts (S= 45.68 ± 4.65, E = 
49.92  ± 9.67) (Fig.7). 
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Legends to Figures 
Figure 1. (A) 9-month sedentary rat heart section showing strong intensity of  PV-ir in the 

cytoplasm of all cardiac myocytes(*).  
(B) 9-month exercised rat heart section showing stronger intensity of  PV-ir in 
cardiac myocytes(*).   

Figure 2.    (A) 12-month sedentary rat heart section showing strong intensity of  PV-ir in the 
cytoplasm of all cardiac myocytes(*).  
(B) 12-month exercised rat heart section showing stronger intensity of  PV-ir in 
cardiac myocytes(*).   

Figure  3.    (A) 18-month sedentary rat heart section showing strong intensity of  PV-ir in the 
cytoplasm of all cardiac myocytes(*).  
(B) 18-month exercised rat heart section showing stronger intensity of  PV-ir in 
cardiac myocytes(*).   

Figure 4.    (A) 24-month sedentary rat heart section showing weak intensity of  PV-ir in the 
cytoplasm of all cardiac myocytes(*).  
(B) 24-month exercised rat heart section showing slightly stronger intensity of  PV-ir 
in cardiac myocytes(*). 

Figure 5.    Expression of PV in EDL and rat heart in the different groups.  
Figure 6.   Histogram showing the PV band density (A.U.= arbitrary unit) in different age 

groups. * significantly different at P<0.05, n=6 
Figure 7.   Histogram showing the PV band density (A.U.= arbitrary unit) in sedentary and 

exercised rat heart in the different age groups.  
* significantly different, at  P<0.05, **  significantly different, at P<0.01, n=6 



 11

Discussion 
Expression of  PV in aging rat heart 

Our data demonstrated that the intensity of PV immunoreactivity decreased in middle age and 
aging rat hearts. In addition, our data showed the highest expression of PV in the 12-month rat heart 
and this was reduced at 18- and 24- months. The lowest PV expression was identified at 24-months, 
so indicating that down regulation of PV expression was found in the rat heart during aging.  Our 
data agree with a previous study by Cai et al. (2001) who showed that PV was down regulated in rat 
fast-twitch skeletal muscle during aging. In an aging heart, it has been demonstrated that the cells 
are larger in the left ventricle because there is a drop out of individual cells with age. In humans 
between the age of 20 and 90, there is a 40% to 50% drop in the total number of nuclei and hence 
the number of cells in the cardiac myocytes (Olivetti et al. 1991). This indicated an age-associated 
drop out of individual cells with a compensatory hypertrophy of the remain cell (Weisfeldt 1998).  The 
drop in the total number of cardiac myocytes  may reflect down regulation of PV expression in the 
aging rat heart compared to the adult rat heart. 

According to the function of PV as a relaxing factor in skeletal muscle, attempts have been 
performed to use   PV for clinical purpose in the treatment of diastolic heart dysfunction. The PV 
gene from a rat fast-twitch skeletal muscle was transferred in vivo into rat cardiac myocytes to 
increase PV levels in the cardiac tissue (Wahr et al. 1999; Szatkowski et al. 2001; Coutu et al. 2003; 
Michele et al. 2004; Schimdt et al. 2004). After transfer of the PV gene, diastolic dysfunction in 
diseased cardiac myocytes was corrected (Wahr et al. 1999), the speed of heart relaxation 
performance was increased  (Szatkowski et al. 2001) and the in vivo diastolic function of an aged 
myocardium was enhanced   (Michele et al. 2004). However, with this technique, activation of an 
immune response and overexpression are considered as major potential problems (Senior, 2001). 
Therefore, the potential application of this technique for human therapeutic purpose is still 
controversial and more effective techniques need to be established in order to prevent possible 
adverse effects. As a consequence of PV gene transfer, it has been suggested that PV is involved in 
mediating cardiac myocyte relaxation and the mechanism of PV in mediating cardiac myocyte 
relaxation was proposed by Coutu et al. (2003). They suggested that in late diastole, intracellular 
Ca2+ levels are low and PV is mainly bound to Mg2+. At systole, intracellular Ca2+ levels increase 
resulting in the metal-bind sites on PV turning from the binding of Mg2+ to binding Ca2+. However, the 
process of unbinding   Mg2+ from PV is slow, thus the Ca2+ released at stimulation would primarily 
bind to TnC leading to cardiac myocyte contraction. At the end of systole, Ca2+ dissociated from the 
TnC and bound to PV resulting in cardiac myocyte relaxation. At mid to late diastole,  intracellular 
Ca2+ levels reduce and the metal binding sites on PV changed back from binding Ca2+ to binding 
Mg2+ again. Therefore, a decrease of PV level may lead to prolonging cardiac relaxation.  Abnormal 
cardiac relaxation and diastolic dysfunction have been widely demonstrated in a rat model of 
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senescence (Weisfeldt 1998; 1980). In addition, in several mammalian species including humans, 
postmaturational aging is associated with a slower rate of relaxation. The cellular and molecular 
mechanisms underlying this age-related change have only been partially identified to date. The rat 
model has been used for a number of studies on age related changes. These have identified  an 
age-related decrease in  the Ca2+ - sequestering activity. In the aging human heart, a decline in the 
myocardial sarcoplasmic reticulum content was found to prolong  the contraction period by slowing 
the removal of Ca2+  following contraction (Cain et al., 1998). In aged Wistar rat, it has been 
demonstrated that the time to peak tension and peak shortening is increased and the duration of 
contraction is prolonged. This is most likely due to a reduced  rate of Ca2+ uptake by the 
sarcoplasmic reticulum generated by a decline in either the Ca ATPase content or a reduction in the 
Ca ATPase activity (Jiang and Narayanon 1990). Thus, a decrease in either  the Ca ATPase content 
or reduction in the Ca ATPase activity and a decrease in PV level in the aging rat heart may explain a 
reduction in the rate of Ca2+ uptake by the sarcoplasmic reticulum and contributes to a prolonged 
cardiac myocyte relaxation. This may explain the diastolic dysfunction that increases with age and is 
a hallmark of the aging heart (Schmidt et al. 2004).  

Expression of PV in exercised rat heart 
From our data, long term swimming exercise could induce up-regulation of PV expression in the rat 
heart of all age groups. However, the effect of exercise on mediating an increase of PV expression 
was different among the different age groups. In the 9 and 12-month rat heart,  the exercise induced 
percentage increase  of PV expression was lower than that of the 18-month sample (9-month = 133 
%, 12-month =   129  % and 18 month =167 %) This may be due to the basal PV expression in the 9-
and 12-month samples being already high before exercise whereas in the 18-month sample, down 
regulation of PV expression was observed before exercise, therefore, exercise could induce a bigger  
increase of PV expression in the 18-month sample than in the 9-and12-month sample.  These data 
indicate that the age group in which long term swimming exercise could induce an increase of PV 
expression was at 18-months.  This is an important age group with clinical implications for 
preventing diastolic dysfunction in the elderly. From our data, we suggest that exercise in the young 
adult, adult and middle aged could induce PV expression better than exercise in the aging group. 
According to the work of Michele et al. (2004), it was reported that after the PV gene was transferred 
to the myocardium in vivo, the expression of PV is reduced in old rat heart compared to young rats. 
They explained that the reduced  PV expression in the old rat heart compared to the young rat heart 
was due to morphological changes in the aged myocardium including cardiac hypertrophy. This 
may impact on the percentage of myocytes that can be targeted by a single injection of adenovirus 
and any alteration of  protein synthesis in the aged myocardium may account for the lower levels of 
PV expression. It has been demonstrated that the rate of RNA and protein synthesis decreases in the 
aging group (Meerson et al. 1987). This may explain the low level of PV expression in the aging and 
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exercised aging groups. In contrast, from previous studies a high intensity running program could 
induce PV expression in both young and old skeletal muscles (Cai et al. 2001). This may be due to 
the different training regime of the exercise programs that might involve different tissues. It has been 
demonstrated that aging produces a decrease in cardiac function, such as cardiac myocytes 
contraction and relaxation and the risk of cardiovascular morbidity increases in the aged heart 
(Cappasso et al. 1983; Lakatta 1987). On the other hand, exercise training improves the aging-
induced decrease in cardiac myocyte contraction and relaxation (Levy et al. 1993; Li et al. 1986). 
One explanation is that aging decreases the expression of SR Ca2+-ATPase mRNA in the heart 
(Maciel et al. 1990). On the other hand, it has been shown that exercise training in aged rats 
improves the aging-induced decrease in expression of  SR Ca2+-ATPase mRNA in the heart (Take et 
al. 1996). In addition, exercise has been shown to enhance calcium uptake of the cardiac 
sarcoplasmic reticulum (Take et al. 1990) and could lead to an improvement of cardiac relaxation. 
Our data has demonstrated the down regulation of PV expression in the aging rat heart and long 
term swimming exercise induce an increase in PV expression in all age groups (adult, middle age 
and aging), this may also explain  a prolongation of cardiac myocyte relaxation in the aging heart 
and exercise training improves the aging induced reduction in cardiac myocyte relaxation. 

In conclusion, PV expression is down regulated in rat heart during aging and long term 
swimming exercise could reverse this aging-related change. Our results indicate that long term 
swimming exercise could be recommended to improve heart function during aging because PV 
plays an important role in regulating cardiac myocyte contraction and relaxation. 
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