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  چکیده

ترکیب تمرین مقاومتی و استقامتی تأثیر متنوعی بر بافت مغز دارد. هدف از مطالعه حاضر تعیین تغییرات بافتی  زمینه و هدف:

نر نژاد ویستار  هاي صحراییهفته تمرین ترکیبی در موش 6هیپوکمپ متعاقب  CA1در ناحیه  NF200و  NeuNو فاکتورهاي 

  بود.

میانسال کنترل و تمرین هفته)،  2جوان (گروه کنترل و تمرین  6به  صحرایی موش 30 ،در این مطالعه تجربی ها:مواد و روش

هفته با برنامه ترکیبی، تمرین داده  6هاي تمرین ورزشی به مدت . گروهتقسیم شدندماهه)  24پیر ( کنترل و تمرین هفته) و 8(

و  Real time-PCRاز روش  NF200و NeuN شدند. براي بررسی تغییرات بافتی هیپوکمپ از روش کریزل ویوله، بیان ژن 

مستقل و آنالیز  tها از آزمون از روش ایمونوهیستوشیمی استفاده شد. براي تجزیه و تحلیل داده NF200چنین پروتئین هم

  طرفه استفاده شد.واریانس یک

هاي زنده دار سلولایش معنی) افزp=008/0) و میانسال (p=005/0هاي تمرین جوان (هاي کنترل، گروهنسبت به گروه ها:یافته

 NF200دار پروتئین ) افزایش معنیp=021/0و پیر ( )p>001/0)، میانسال (p=003/0هاي تمرین جوان (چنین گروهعصبی و هم

را نسبت به  NF200دار پروتئین هاي تمرین، گروه جوان افزایش معنیبافت هیپوکمپ را نشان دادند. در بررسی بین گروه

 مشاهده نشدداري اختلاف معنی NF200و  NeuN). بین سه گروه تمرین در بیان ژن >001/0pمیانسال و پیر داشت (هاي گروه

)05/0>p.(  

چنین . همگذاردهاي زنده عصبی میهفته تمرین ترکیبی در سنین جوانی و میانسالی تأثیر بیشتري بر سلول 6 گیري:نتیجه

رسد این تفاوت تحت دار در ژن) ایجاد کرد. به نظر می(بدون تغییر معنی NF200ین این تمرینات بهبود قابل توجه در پروتئ

  گیري و منابع ترشح دیگر باشد.تأثیر مراحل اندازه

  هیپوکمپ، تمرین ورزشی، موش صحرایی ویستار هاي کلیدي:واژه
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 1400، سال 4، شماره 20دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

  مقدمه

هاي محافظت عصبی ناشی از ورزش با مکانیسماثرات 

. بیشتر ]1[مولکولی متنوع در مطالعات تشریح شده است 

ات به بررسی فاکتورهاي نوروتروفیک از جمله فاکتور مطالع

 Brain Derivedنوروتروفیک مشتق شده از مغز (

Neurotrophic Factor; BDNF پرداخته و تنظیم مثبت آن (

ند ارا با تمرین ورزشی در بافت مغزي و هیپوکمپ تأیید کرده

تواند مختلف می. با این وجود تمرین ورزشی در سنین ]2[

مسیرهاي مولکولی مختلف را تنظیم و تأثیرات تقویتی و 

اي عصبی ژن هستهدرمانی نیز بر جاي گذارد. آنتی

)Neuronal Nuclei; NeuNاي ویژه در ) یک پروتئین هسته

که بیان آن در مغز انسان بالغ و در  ]3[داران است نورون مهره

CNS  3[موش در حال رشد مورد تأیید  قرار گرفته است[ .

هاي به عنوان یک مارکر خاص از سلول NeuNبیان شده که 

مؤثر  تواندعصبی بالغ بوده و افزایش آن در محافظت عصبی می

و همکاران نشان دادند ورزش تردمیل با  Kim. ]4[باشد 

از اختلالات حافظه کوتاه مدت ناشی از  NeuNافزایش بیان 

بلوغ عصبی  NeuNکند زیرا که گیري میالتهاب مغزي پیش

. با این وجود اطلاعات اندکی در رابطه ]5[کند را تسهیل می

در سنین هاي مختلف تمرینی در مدل NeuNبا تغییرات 

مختلف وجود دارد. مطالعات محدودي نیز نقش نوروفیلامنت 

. ]6[اند مغز را با تمرین ورزشی مورد بررسی قرار داده 200

هاي بینابینی هستند که از فیلامنتاي دستهها نوروفیلامنت

ها ساختار اسکلت شوند. آنهاي عصبی یافت میدر سلول

 ها بسیار زیاد یافتسلولی را تشکیل و به خصوص در آکسون

 هاي نوروفیلامنت با وزنهاي نخاعی پروتئینشوند. نورونمی

کیلو دالتون) و  155کیلو دالتون)، متوسط ( 68مولکولی کم (

. نوروفیلامنت ]7[کنند کیلو دالتون) را بیان می 200بالا (

200 )Neurofilament; NF200 به طور معمول به عنوان (

-براي ساختار و عملکرد سلول نشانگر ایمونوهیستوشیمیایی

. در ]7[هاي عصبی در بافت مغز و نخاع استفاده می شود 

در قشر  NF200مطالعات نشان داده شده که از دست دادن 

. ]8[د باشمغز با تخریب بیشتر در شرایط ایسکمیک همراه می

ممکن است نشان دهنده تغییر مداوم در  NFکاهش در 

هاي مورفوپاتولوژیک در اسکلت سلولی باشد که با ویژگی

عنصر اصلی  NF200. ]9[آکسون آسیب دیده همراه است 

هاي عصبی هستند و از دست دادن گسترده این پروتئین رشته

هاي عصبی به خطر تواند عملکرد نوروفیلامنت را در سلولمی

تواند . لذا تغییرات تخریب این فاکتور می]10[اندازد بی

. در رابطه ]10[ت مغز را به همراه داشته باشد هاي بافآسیب

با تأثیر تمرین ورزشی بر ساختار بافتی به ویژه بافت هیپوکمپ 

. محققان بر این باورند ]11[مطالعات زیادي انجام شده است 

تواند فعالیت سیستم عصبی را افزایش داده و که ورزش می

چنین نشان هم .]12[ زایی را در این بافت گسترش دهدنورون

 هاي مغزي وداده شده تأثیر مثبت فعالیت بدنی بر سلول

هیپوکمپ (به عنوان محلی براي حافظه و یادگیري) مربوط به 

هاي زایی و ترمیم نورونپذیري عصبی، نورونبهبود شکل

آسیب دیده است که به نوبه خود منجر به بهبود ساختاري و 

. معمولاً عملکرد حافظه در سنین مختلف ]13[شود بافتی می

 تواند بر کیفیتمتفاوت بوده و تقویت آن در هر رده سنی می
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زندگی آن دوره نیز مؤثر باشد. از جهتی نیز تقویت حافظه در 

-یماريگیري از بتواند به پیشتر و میانسالی میسنین پایین

زوال عقلی در سنین بالاتر کمک کند زیرا که نشان داده هاي 

ر تواند دشده انجام منظم تمرین ورزشی در سنین مختلف می

گیري و به تأخیر انداختن بیماري آلزایمر نیز مؤثر باشد پیش

له نوع، شدت و فرکانس ورزش متغیرهاي مختلفی از جم .]14[

وجود دارد که ممکن است بر اثربخشی ورزش به عنوان یک 

. استفاده ]15[ روش محافظت از نورون در انسان تأثیر بگذارد

از تمرینات ترکیبی مقاومتی و استقامتی تأثیرات متنوعی دارد. 

بررسی تاثیر تمرین ورزشی بر هیپوکمپ  بیشتر مطالعات در

. ]16[ اندفاکتورهاي نوروتروفیک مشتق از مغز را ارزیابی کرده

 NeuNو  NF200جود مطالعات در رابطه با تغییرات با این و

هیپوکمپ با تمرین ورزشی به ویژه تمرین ترکیبی محدود 

هفته تمرین  6. لذا در این مطالعه هدف تعیین تأثیر ]17[ است

و  NeuNهاي زنده هیپوکمپ، بیان ژن ترکیبی بر تعداد سلول

 CA1در ناحیه  NF200چنین بیان ژن و بیان پروتئین هم

انسال و پیر هاي صحرایی ویستار جوان، میهیپوکمپ در موش

  باشد.می

  هامواد و روش

در  1399مطالعه حاضر از نوع تجربی بود که در زمستان 

سر  30آزمایشگاه دانشگاه آزاد اسلامی رشت انجام شد. تعداد 

صحرایی نر نژاد ویستار از انستیتو پاستور ایران در سه  موش

هاي صحرایی به رده سنی تهیه شدند و پس از انتقال موش

ساعت  12آزمایشگاه، حیوانات در شرایط کنترل شده با محیط 

صبح و شروع  6ساعت تاریکی (شروع روشنایی  12روشنایی و 

گراد)، و رطوبت (حدود سانتی 22±3عصر)، دما ( 6خاموشی 

صحرایی در  موش 3-5داري شدند. تعداد درصد) نگه 45

 25هایی از جنس پلکسی گلاس با درب توري و به ابعاد قفس

ي طور داري شدند بهاي نگهسانتی متر به گونه 43در  27ر د

که آزادانه به آب و غذاي استاندارد دسترسی داشته باشند. 

هاي صحرایی بر اساس داري و کشتار موشتمامی مراحل نگه

ضوابط کمیته اخلاقی حیوانات دانشگاه آزاد اسلامی، واحد 

رشت انجام شد (کد اخلاق 

IR.IAU.RASHT.REC.1399.024 حیوانات پس از یک .(

هفته آشناسازي با محیط آزمایشگاه در سه گروه جوان (شروع 

هفته تمرین)، میانسال (شروع از  6هفتگی تا پایان  3و  2از 

ماهگی  24هفته تمرین) و پیر (شروع از  6هفتگی تا پایان  8

که هر گروه  ]18[هفته تمرین) تقسیم بندي شدند  6تا پایان 

 سر موش 5صحرایی کنترل بدون ورزش و  سر موش 5شامل 

  صحرایی با تمرین ورزشی بود. 

به صورت ترکیب تمرین  هفته 6 مدت به تمرینی برنامه

مقاومتی روي نردبان و هوازي روي نوارگردان حیوانی (تجهیز 

تمرین مقاومتی شامل  .شد انجام )2016گستر ایرانیان، مدل 

لسه تمرین در هفته (شنبه، دوشنبه، چهارشنبه) به مدت ج 3

بار بالا  4نوبت و هر نوبت شامل  3هفته بود که هر جلسه  6

 4پله با فاصله  26متر و  1رفتن از نردبان مخصوص به ارتفاع 

ثانیه استراحت  30ها از هم بود. بین هر نوبت متر پلهسانتی

م از بستن وزنه به د براي حیوانات در نظر گرفته شده بود. پس

حیوانات، وادار به صعود از نردبان عمودي شدند. اصل اضافه 

د شبار با افزایش درصد وزن بدن به صورت هفتگی انجام می
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بدین صورت که در هفته اول میزان وزنه بسته شده به دم 

، هفته درصد 70و به تدریج از هفته دوم  درصد 30حیوان 

 140، هفته پنجم درصد 120م ، هفته چهاردرصد 100سوم 

. براي ]19[ها بود وزن بدن آن درصد 160و هفته ششم  درصد

روز تحت  3تمرین استقامتی نیز در ابتدا حیوانات به مدت 

د. قرار گرفتن برنامه آشنایی با نحوه فعالیت روي نوار گردان

جلسه در هفته (یکشنبه، سه شنبه و پنج  3تمرینات براي 

 6شنبه) و در روز هاي متناوب با تمرینات مقاومتی و به مدت 

درصد  50هفته انجام شد. شدت تمرین در هفته اول معادل 

درصد  80حداکثر سرعت بود. که به تدریج در هفته ششم به 

دقیقه بود  30تمرینی رسید. مدت زمان تمرین در هر جلسه 

]19[.  

هاي ساعت پس از آخرین جلسه تمرینی، کلیه موش 48

گرم/کیلوگرم) و زایلارین میلی 70صحرایی با تزریق کتامین (

هوش شدند. سپس خون از قلب گرم/کیلوگرم) بیمیلی 10(

حیوان گرفته شد. پس از اطمینان از قربانی شدن حیوان با 

رعایت اصول اخلاقی بافت برداري انجام شد. براي برداشتن 

بافت مغز، جمجمه از ناحیه قدامی و خلفی باز شده و با کمک 

درز میانی، جمجمه شکافته شده و سپس بافت مغز با بالاترین 

احیه حساسیت خارج شد. پس از خروج بافت مغز از ن

هیپوکمپ مغز به دو قسمت قدامی و خلفی تقسیم شد به 

اي که هیپوکمپ در دو بافت قرار داشت. سپس قسمت گونه

درصد  10قدامی براي اندازه گیري هاي بافتی به فرمالین 

منتقل شده و قسمت خلفی نیز براي اندازه گیري بیان ژن، در 

دماي درصد شست و شو و در میکروتیوب به  9نرمال سالین 

  .]20[ گراد منتقل شددرجه سانتی -80

رنگ  براي Cresyl violetآمیزي در این مطالعه از رنگ

ها استفاده شد که آمیزي اجسام نیسل در سیتوپلاسم نورون

وند. شآبی دیده می -در این روش اجسام نیسل به رنگ بنفش 

پس از فیکس کردن، غالب گیري و برش توسط دستگاه 

 7) به ضخامت model kd-3390 Germanyمیکروتوم (

 يها روي لام قرار داده شده و پس از شفاف سازمیکرون، نمونه

یک درصد رنگ آمیزي  Cresyl violetها با و آبدهی، نمونه

آمیزي معمولاً براي شناسایی نکروز در بافت شدند. این رنگ

شود. سپس با استفاده از مغز و طناب نخاعی استفاده می

و  (Zeiss, Germany ,64105)فتومیکروسکوپ نوري 

 ربافت هیپوکمپ مورد بررسی قرا 200و  100، 20بزرگنمایی 

متر مربع میلیگرفت. به منظور شمارش سلولی در یک 

 ,Image J  )version 1.51r; NIHافزارهیپوکمپ، از نرم

Maryland, USA ( 21[استفاده شد[.  

ج تدا استخراهاي مولکولی در سطح بیان ژن، ابجهت بررسی

RNA هاي مورد بررسی، طبق پروتکل از بافت در همه گروه

شرکت سازنده (کیاژن، آلمان) انجام گرفت. براي این کار، 

 24ها اضافه شد و به مدت لاندا کیازول به نمونه 200میزان 

، INC246گراد انکوبه (درجه سانتی -80ساعت در دماي 

MEMMERT ،Germanyکرایوتیوب  ) شد. پلاك موجود در

ها میزان در حالت نیمه انجماد خرد شد و به منظور لیز نمونه

ها اضافه شد. محلول دقیقه به آن 1لاندا کلروفرم به مدت  100

دقیقه سانتریفیوژ  10به مدت  12000حاصل، با دور 
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 1400، سال 4، شماره 20دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

)EBA200 ،HETTICH ،Germany گردید. مایع شفاف (

ی برداشته و در بود به آرام RNAقسمت بالایی لوله که حاوي 

لیتر میلی 1شده قرار داده شد.  DEPCیک میکروتیوب 

 1شفاف ریخته شد و به مدت   RNAایزوپروپانول بر روي

ها در سانتریفیوژ با دور دقیقه با دست به هم زده شد. نمونه

دقیقه قرار داده شد. سپس مایع رویی  10به مدت  12000

درصد  70لیتر الکل میلی 1دور ریخته شد و روي رسوب آن 

کردن، مخلوط در سانتریفیوژ به  Vortexاضافه گردید. پس از  

قرار گرفت. مایع رویی تخلیه  7500دقیقه با دور  10مدت 

 20گردید و پلاك در داخل میکروتیوب خشک شد. میزان 

درجه بر روي پلاك ریخته شد و به مدت  60لاندا آب مقطر 

قرار داده شد. پس از درجه  60ي دقیقه بر روي صفحه 5

با خلوص و غلظت بالا از تمامی نمونه هاي  RNAاستخراج 

طبق پروتکل شرکت  cDNAمورد مطالعه، مراحل سنتز 

 cDNA) انجام گرفت و سپس Fermentas, USAسازنده (

سنتز شده جهت انجام واکنش رونویسی معکوس مورد استفاده 

از روش   NF200و NeuNگیري سطوح بیان قرار گرفت. اندازه

انجام شد. طراحی پرایمرها بر اساس   Real time-PCRکمی

و  NCBIدر بانک ژنی  NF200و  NeuNاطلاعات ژن هاي 

-3-توسط شرکت ماکروژن انجام شد. از ژن گلیسرآلدهید

به عنوان ژن کنترل استفاده   (GAPDH)فسفات دهیدروژناز

به روش  CTΔΔ- 2گردید و میزان بیان ژن مورد نظر با فرمول 

   زیر محاسبه شد.

به این صورت که ابتدا سیکل آستانه ژن مورد نظر هر نمونه 

  را از سیکل آستانه ژن خانه گردان همان نمونه کم شد

(∆Ct= Ct Target-Ct Housekeeping) 

اي که نسبت به هر نمونه را از نمونه ∆ Ctدر مرحله بعد، 

ه دست آمده آن نیاز بود مقایسه شود کم کرده، منفی عدد ب

را به دست NLRP1 را به توان دو رسانده و بیان نسبی ژن

  .]20[آوریم می

(∆∆Ct=∆Ct Target-∆Ct Reference) ∆∆Ct- E= 2  

زیر گزارش  1توالی پرایمرهاي مورد استفاده در جدول  

  شده است. 

  

 RT-Pcrجدول توالی پرایمرها براي  -1 جدول

Oligo sequence 5�-3�  Gene name  

      F: 5' CTTGTTAAAATGCCAGTCCC 3' 

3'  R: 5' CTCAGCACCATAAAATCCATC  

NeuN 

F: 5' CTCCCAAAAATTCCCTCCAT 3' 

        R: 5' CTCCTCCCTCTTCTGCCTCT 3'  

NF200 

F: 5' GTGCCGTTGAATTTGCCGTG 3'             

      R: 5' GGAGAGTGTTTCCTCGTCCC 3' 

GAPDH  
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 1400، سال 4، شماره 20دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

قسمتی از بافت مغز حیوانات بلافاصله استخراج و در 

-ها، بافتشد. پس از تثبیت نمونه قرار داده  درصد 10فرمالین 

گیري شده در پارافین توسط دستگاه میکروتوم هاي قالب

-هاي بهمیکرومتر گرفته شد. برش 5هایی با ضخامت برش

 TBS1Xدست آمده به منظور بازیابی آنتی ژنی، در بافر 

)2/9=pH ( گراد درجه سانتی 70دقیقه در دماي  20به مدت

دقیقه به  30درصد به مدت  3/0انکوبه شد. سپس تریتون 

ها استفاده گردید پس از منظور نفوذپذیر کردن غشاء سلول

دقیقه  30درصد براي مدت  10، سرم بز PBSشست و شو با 

به منظور بلوك کردن واکنش آنتی بادي ثانویه به صورت رنگ 

اضافی زمینه اضافه شد. آنتی بادي اولیه رقیق شده ضد 

NF200 )1  با 100به (PBS  به مدت یک شب به نمونه اضافه

انکوبه شد. پس از  گراددرجه سانتی 8تا  2گردید و در دماي 

آنتی بادي ثانویه متصل شده با رنگ  PBSشست و شو با 

FITC  2گراد به مدت درجه سانتی 37اضافه شد و در دماي 

ساعت در تاریکی انکوبه گردید. در نهایت به منظور رنگ 

اضافه شد. در مرحله آخر  DAPIها ونهآمیزي هسته، به نم

، CX23 ،Olympusنمونه توسط میکروسکوپ فلوروسنت (

Japan 22[براي تأیید مارکرها مشاهده شدند  400) و با لنز[.  

 23نسخه  SPSSافـزار ها از نـرمبراي تجزیه و تحلیل داده

 Graph Padافزار د. براي ترسیم نمودارها نیز از نرماستفاده ش

Prism  از میانگین و انحراف استاندارد  استفاده شد. 9نسخه

ها استفاده شد. براي بررسی نرمال براي گزارش توصیفی داده

نتایج و استفاده Shapiro-Wilk  ها از آزمونداده توزیع بودن

 05/0( برخوردار بودند ها از توزیع نرمالنشان داد که تمام داده

>P( براي ارزیابی تغییرات متغیرها در دو گروه تمرین و .

براي چنین هممستقل، و  tکنترل در هر رده سنی از آزمون 

هاي تمرینی در سه رده سنی از آنالیز ارزیابی متغیرها در گروه

   استفاده شد. Tukeyطرفه و آزمون تعقیبی واریانس یک

  نتایج

در مطالعه حاضر براي بررسی تغییرات بافتی و 

و  1هیستوپاتولوژیک از روش کریزل ویوله استفاده شد (شکل 

هاي زنده در این تصاویر بین ). براي ارزیابی جمعیت سلول2

مستقل  tرده سنی نیز از آزمون  3هاي تمرین و کنترل در گروه

 =p 005/0هاي جوان (استفاده شد. بر اساس این نتایج گروه

) افزایش =t 902/4 و =p 008/0) و میانسال (=t 480/5و 

اي ههاي عصبی زنده را نسبت به گروهدار جمعیت سلولمعنی

حالی بود الف و ب). این در  1کنترل خود نشان دادند (شکل 

ري داهاي عصبی زنده گروه پیر افزایش معنیتعداد سلولکه 

ار درا نسبت به گروه کنترل خود نشان نداد و تغییرات آن معنی

  ج). 1(شکل ) P< 05/0( نبود

هاي هاي دادهنشان داد که واریانس Leveneنتایج آزمون 

بود (گروه جوان:  همگنکنترل و تمرین در تحقیق  گروه

 NeuN :967/0، ژن =F 065/0و  =p 812/0ي زنده: هاسلول

p=  001/0و F= ژن ،NF200 :748/0 p=   119/0و F= ،

)، (گروه میانسال: =F 196/0و  =NF200 :681/0 pپروتئین 

 NeuN :812/0، ژن =F 057/0و  =p 823/0هاي زنده: سلول

p=  064/0و F= ژن ،NF200 :614/0 p=   298/0و F= ،

-)، (گروه پیر: سلول=F 348/0و  =NF200 :587/0 pپروتئین 

و  =NeuN :073/0 p، ژن =F 250/0و  =p 643/0هاي زنده: 
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 1400، سال 4، شماره 20دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

854/5 F= ژن ،NF200 :103/0 p=   429/4و F= پروتئین ،

NF200 :082/0 p=  316/5و F= .(در  داريسطح معنی

  در نظر گرفته شد.  05/0 هاآزمون

  

  الف)

  

  ب)

  

  ج)
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 1400، سال 4، شماره 20دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

  

  

تغییرات هیستوپاتولوژیک بین گروه کنترل  -1 شکل

و تمرین در سه رده سنی (الف: جوان، ب: میانسال، ج: 

مستقل. بزرگنمایی تصویر  tبا استفاده از آزمون آماري  پیر)

آمیزي رنگ بنفش . در این رنگum 20و  100، 200به ترتیب 

هاي عصبی با هسته دهد. سلولنشان میهاي عصبی را سلول

آیند هاي با رنگ تیره مرده به حساب میروشن زنده و سلول

 image Jهاي زنده در واحد سطح با روش که تعداد سلول

هاي نمودارها به صورت انحراف محسابه شده است. داده

ي دار: نشانه معنی#میانگین گزارش شده است.  ±استاندارد 

: گروه تمرین، Exerciseباشد. کنترل مینسبت به گروه 

Control ،گروه کنترل :Young :

  : پیرOld: میانسال، Middle-Agedجوان، 

هاي عصبی زنده براي بررسی بین گروهی تعداد سلول

-آنالیز واریانس یکهاي تمرین) در سه رده سنی نیز از (گروه

هاي هواستفاده شد. نتایج این آزمون نشان داد که بین گر طرفه

داري وجود دارد مختلف تمرینی در سه رده سنی تفاوت معنی

)001/0 p<  22/70و F= نتایج آزمون تعقیبی .(Tukey  نشان

هاي زنده داد که گروه تمرین جوان بیشترین افزایش سلول

 ) و=p 006/0هاي تمرین میانسال (عصبی را نسبت به گروه

هاي زنده لچنین افزایش سلو) داشت. هم>p 001/0( پیر

عصبی در گروه میانسال نسبت به گروه پیر با تمرین ورزشی 

  ). 2) (شکل >p 001/0دار بود (معنی
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 1400، سال 4، شماره 20دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

ي هاتغییرات هیستوپاتولوژیک بین گروه -2 شکل

-آنالیز واریانس یک با استفاده از تمرینی در سه رده سنی

آمیزي رنگ . در این رنگum 20طرفه. بزرگنمایی تصویر 

هاي عصبی با دهد. سلولهاي عصبی را نشان میبنفش سلول

هاي با رنگ تیره مرده به حساب هسته روشن زنده و سلول

هاي زنده در واحد سطح با روش آیند که تعداد سلولمی

image J هاي نمودارها به صورت محسابه شده است. داده

: Exerciseمیانگین گزارش شده است.  ±راف استاندارد انح

-Middle: جوان، Young: گروه کنترل، Controlگروه تمرین، 

Aged ،میانسال :Old.پیر :  

نشان داده شده است.  1نمودار در  NeuNتغییرات بیان ژنی 

هاي کنترل شود اختلاف بین گروهطور که مشاهده میهمان

دار نیست، به این رده سنی معنی هاي تمرینی در سهبا گروه

 NeuNداري بر بیان معنی که تمرین ورزشی تأثیرات معنی

با تمرین ورزشی در سه  NeuNنداشت. براي بررسی بیان ژن 

این  استفاده شد. نتایج طرفهآنالیز واریانس یکرده سنی نیز از 

 NeuNآزمون نشان داد که بین سه گروه تمرین در بیان ژن 

 )=F 603/1و  p= 276/0داري وجود ندارد (یاختلاف معن

  د). 1نمودار (

  

  الف)                                                             ب)                                                    ج)                 

  
  

  د)
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 1400، سال 4، شماره 20دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

بین گروه کنترل و  NeuNتغییرات بیان ژن  -1نمودار 

الف: جوان، ب: میانسال، ج: پیر با   تمرین در سه رده سنی

 NeuNچنین تغییرات مستقل و هم tاستفاده از آزمون آماري 

هاي تمرینی در سه رده سنی با استفاده از آنالیز بین گروه

هاي نمودارها به صورت انحراف طرفه (د). دادهواریانس یک

: گروه Exerciseشده است. گزارش میانگین  ±استاندارد 

-Middle: جوان، Young: گروه کنترل، Controlتمرین، 

Aged ،میانسال :Old.پیر :  

نشان داده شده است.  2نمودار نیز در  NF200بیان ژن 

 هايهاي کنترل با گروهنیز اختلاف بین گروه NeuNهمانند 

دار نبود، به این معنی که تمرین تمرینی در سه رده سنی معنی

نداشت. نتایج  NF200 داري بر بیانورزشی تأثیرات معنی

نیز نشان داد که بین سه گروه تمرین  طرفهآنالیز واریانس یک

 070/0داري وجود ندارد (اختلاف معنی NF200در بیان ژن 

=p  255/4و F=(  

  د). 2نمودار ( 

  ب)                                            ج)الف)                                                                  

    

  د)
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بین گروه کنترل  NF200تغییرات بیان ژن  -2نمودار 

الف: جوان، ب: میانسال، ج: پیر  و تمرین در سه رده سنی

چنین تغییرات مستقل و هم tبا استفاده از آزمون آماري 

NF200 هاي تمرینی در سه رده سنی با استفاده از بین گروه

هاي نمودارها به صورت طرفه (د). دادهآنالیز واریانس یک

: Exerciseمیانگین گزارش شده است.  ±انحراف استاندارد 

-Middle: جوان، Young: گروه کنترل، Controlگروه تمرین، 

Aged ،میانسال :Oldپیر :  

ی میستوشیمونوهیبا روش ا NF200تغییرات بیان پروتئین 

نشان داده شده است. در این بخش از نتایج  3نیز در شکل 

در بافت مغز با رنگ سبز که به  NF200میزان بیان پروتئین 

د. بوطه بوده ارزیابی شنتی بادي مرآدلیلی واکنش آنتی ژن با 

هاي تمرینی مستقل نشان داد که تمام گروه tنتایج آزمون 

) =p 021/0( و پیر )=p 001/0)، میانسال (=p 003/0جوان (

را نسبت به گروه کنترل خود نشان  NF200دار افزایش معنی

 طرفهآنالیز واریانس یکالف، ب و ج). نتایج  3دادند (شکل 

 هاي سنیهاي مختلف تمرینی (در ردهنشان داد که بین گروه

داري مغز تغییرات معنی NF200مختلف سنی) در پروتئین 

). نتایج آزمون تعقیبی =F 02/88و  >p 001/0وجود داشت (

Tukey دار پروتئین نشان داد که گروه جوان افزایش معنی

NF200 001/0هاي میانسال (را نسبت به گروه p< و پیر (

)001/0 p< .افزایش پروتئین ) داشتNF200  گروه میانسال

  ).  p= 002/0دار بود (چنین معنینسبت به گروه پیر هم

  الف)

  

  ب)
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  ج)

  

  د)

  

بین گروه  N200تغییرات بیان پروتئین  -3 شکل

الف: جوان، ب: میانسال،  کنترل و تمرین در سه رده سنی

چنین تغییرات مستقل و هم tج: پیر با استفاده از آزمون آماري 

هاي تمرینی در سه رده سنی با بین گروه N200پروتئین 

 .um 100طرفه (د). بزرگنمایی آنالیز واریانس یک استفاده از

ارزیابی شد و به صورت  Image Jاین پروتئین توسط نرم افزار 

استفاده  DAPIآمیزي مد. براي آنالیز نتایج از رنگنمودار درآ

هاي به رنگ آبی مشاهده شد. در این رنگ آمیزي هسته سلول

 هاي آبیهاي سبز رنگ نسبت به کل هستهشد. تعداد سلول

هاي نمودارها به رنگ به صورت درصد گزارش گردید. داده

: #میانگین گزارش شده است.  ±صورت انحراف استاندارد 

: Exerciseباشد. داري نسبت به گروه کنترل مینه معنینشا

-Middle: جوان، Young: گروه کنترل، Controlگروه تمرین، 

Aged ،میانسال :Old.پیر :  

  بحث

چندین مکانیسم بالقوه براي تشریح اثرات محافظت عصبی 

-ها میناشی از تمرین ورزشی بیان شده است که از جمله آن

، کاهش ]23[توان به افزایش در سطح فاکتورهاي نوروتروفیک 
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اشاره  ]25[، کاهش التهاب عصبی ]24[استرس اکسیداتیو 

کرد. انجام تمرینات مختلف استقامتی و قدرتی در سنین 

تواند تأثیرات خاصی داشته باشد. بیان شده که در مختلف می

تر انجام تمرین ورزشی در بهبود حافظه و توانایی سنین پایین

. این در حالی است که انجام ]26[حل مسئله نقش مهمی دارد 

ا تواند بمنظم تمرین ورزشی در سنین بالاتر و سالمندي می

هاي دژنراتیو مغزي بروز برخی بیماريتقویت حافظه، از 

تأثیر  تعیین. لذا هدف از مطالعه حاضر ]27[پیشگیري کند 

 CA1تمرین ترکیبی بر تغییرات بافتی و مولکولی ناحیه 

) در سه رده سنی جوان، NF200و  NeuNهیپوکمپ (تغییرات 

  میانسال و پیر بود. 

هفته تمرین ترکیبی در  6نتایج مطالعه حاضر نشان داد که 

دار جمعیت هاي جوان و میانسال سبب افزایش معنیگروه

-هاي کنترل خود میهاي عصبی زنده نسبت به گروهسلول

ي تمرینی در سه رده هاچنین در بررسی بین گروهشود. هم

سنی مشخص شد که گروه تمرین جوان بیشترین افزایش 

هاي تمرین میانسال هاي زنده عصبی را نسبت به گروهسلول

هاي زنده عصبی در گروه چنین افزایش سلولو پیر داشت. هم

ود. این دار بمیانسال نسبت به گروه پیر با تمرین ورزشی معنی

غییرات با تمرین رزشی در گروه در حالی بود که تمامی این ت

دار نبود. بر خلاف نتایج مطالعه سالمند مطالعه حاضر معنی

هفته  8ثیر أو همکاران در بررسی ت Shamsipourحاضر اخیرا 

هاي آلزایمري نشان دادند که انجام تمرین ورزشی در رت

تمرین ورزشی هوازي تناوبی به تنهایی یا همراه با مصرف 

به بهبود تخریبات بافت هیپوکمپ (ناحیه پروبیوتیک قادر 

CA1دار جمعیت سلول) در سنین سالمندي با کاهش معنی-

-رسد نوع بیماري و هم. به نظر می]28[هاي مرده می باشد 

چنین تمرین ورزشی متفاوت از جمله دلایل نتایج مطالعه 

و همکاران باشد. زیرا که این  Shamsipourحاضر با مطالعه 

رده فاده کآلزایمر است ءمحققان از ماده آمیلوئید بتا براي القا

-هاي سالمند بیماري نداشتند. هماما در مطالعه حاضر رت

هفته  6چنین در مطالعه حاضر از تمرینات ترکیبی در مدت 

و همکاران از تمرین  Shamsipourاستفاده شد در حالی که 

  هفته استفاده کردند. 8هوازي تناوبی به مدت 

 و در گذشته اعتقاد بر این بود که توسعه بافت هیپوکمپ

هاي عصبی جدید از طریق زایی، یعنی تولید سلولنورون

دهد و فقط در طی هاي بنیادي در مغز رخ میتقسیم سلول

هاي رشدي. با این افتد نه بقیه دورهرشد جنینی اتفاق می

هاي اخیر، شواهد تجربی نشان داده است که حال، در دهه

ن در هاي عصبی در مغز بزرگسالان و سالمنداافزایش سلول

دهد که شامل پیاز بویایی که در دو منطقه خاص نیز رخ می

کند و هیپوکمپ، که عمدتاً در تقویت درك بویایی کمک می

شی . مطالعه حاضر نیز با تمرین ورز]29[حافظه نقش دارد 

هاي تمرین ورزشی هاي عصبی زنده را در گروهافزایش سلول

 Heidarianpourدر دو رده سنی نشان داد. همسو با این نتایج 

هیپوکمپ با  CA3در بررسی تغییرات بافتی ناحیه  و همکاران

هاي دیابتی بعد از تمرین ورزشی روش کریزل ویوله در رت

روز  5ستقامتی (هفته تمرین ا 12استقامتی نشان دادند که 

هاي مرده در این ناحیه دار سلولدر هفته) قادر به کاهش معنی

. هر چند این محققان از مدل دیابتی و تمرینات در ]30[است 
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 رسد انجاممدت زمان طولانی تر استفاده کردند اما به نظر می

تمرین ورزشی در سنین جوان تر به خوبی قادر به کنترل مرگ 

هاي عصبی باشد که در این زمینه نیاز به مطالعات بیشتر سلول

در هیپوکمپ، سلول هاي بنیادي عصبی تمایز نیافته در  است.

-هاي عصبی را به وجود میاند و سلولواقع شده CA1ناحیه 

ها تکثیر شده و به لایه سلول گرانول مهاجرت آورند. این سلول

-هاي عصبی، آستروگلیا یا الیگودندروسیتکنند و به سلولمی

نده عصبی ناشی از هاي زشوند. لذا افزایش سلولها متمایز می

تواند در نتیجه تحریک تمرین ورزشی در سنین مختلف می

هاي بنیادي عصبی در ناحیه هیپوکمپ نیز باشد که نیاز سلول

شواهد  شو همکار Erikssonبه بررسی دقیق تر دارد. 

 زایی را درمستقیمی در مورد گسترش سلول عصبی و نورون

ها با مطالعه نمونه د. آنبزرگسالان در نمونه انسانی ارائه دادن

هاي عصبی جدید مغز انسانی پس از مرگ متوجه شدند سلول

-هاي مولد تقسیم شده در شکنج دندانه دار تولید میاز سلول

 700و همکاران تخمین زد که حدود  Spalding. ]31[شود 

شود سلول عصبی جدید در هر هیپوکمپ در روز اضافه می

-رین ورزشی افزایش معنیکه گروه تم. لذا با توجه به این]32[

ن رسد تمریدار را نسبت به گروه کنترل نشان داد به نظر می

ورزشی ترکیبی نیز به عنوان عامل محرکی در گسترش سلول 

  عصبی در سنین مختلف باشد.  

 6مشخص شد در مطالعه حاضر،  NeuNدر بررسی فاکتور 

داري را در این هفته تمرین ورزشی ترکیبی تغییرات معنی

نشان  و همکاران Moon ،کتور ایجاد نکرد. بر خلاف این نتایجفا

روي تریدمیل بر  هفته تمرین ورزشی موش سوري 2دادند که 

. ]33[باشد در بافت عصبی می NeuNدار قادر به افزایش معنی

رسد تفاوت در نوع حیوانات (موش سوري در مقابل به نظر می

صحرایی) و مدت زمان تمرینی (حاد و مزمن) از جمله  موش

و همکاران  Moonدلایل تفاوت در نتایج مطالعه حاضر با نتایج 

 NeuNیقات محدودي در زمینه بررسی باشد. با این وجود تحق

و بیشتر مطالعات نقش سایر  ]17[ با تمرین ورزشی وجود دارد

را در ناحیه هیپوکمپ  BDNFفاکتورهاي نوروتروفیک نظیر 

به مطالعات بیشتر که در این زمینه نیاز  ]34[ اندبررسی کرده

  باشد.می

چنین نتایج مطالعه حاضر نشان داد که مقادیر ژنی هم 

NF200 داري را در سه رده سنی با تمرین ورزشی تغییر معنی

 NF200نشان نداد. این در حالی بود که مقادیر پروتئینی 

ي هاهاي تمرینی نسبت به گروهداري را در گروهافزایش معنی

 NF200چنین بیشترین افزایش پروتئین کنترل نشان داد. هم

ها در جایی که نوروفیلامتمربوط به گروه جوان بود. از آن

ر تواند دها میایجاد اسکلت سلولی نقش دارند لذا افزایش آن

هاي عصبی نیز مؤثر باشد. این در حالی است استحکام سلول

تواند روند تجزیه را تسهیل کند. در این ها میکه کاهش آن

و  NF68هاي ابطه نشان داده شده که از دست دادن پروتئینر

NF200 به شدت با وقوع پروتئولیز در بافت عصبی همسو می-

. زیرا که نشان داده شده از دست دادن پروتئین ]35[باشد 

NF هاي آسیب نخاعی منجر به فعال شدن کالپین در مدل

تواند از در مطالعه حاضر می NF200. افزایش ]36[ شودمی

هاي عصبی ناشی از جهتی در راستاي افزایش استحکام سلول

تمرین ورزشی ترکیبی در سنین مختلف باشد. از جهتی نیز 
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ي اتواند به گونهافزایش این فاکتور در سنین سالمندي می

 یريگفعالیت پروتئازها را کنترل و از بیماري هاي عصبی پیش

کند. با این وجود در این مطالعه عملکرد پروتئازي ارزیابی نشد 

  شود در مطالعات آتی نیز مورد توجه قرار گیرد. و لذا توصیه می

هاي ذکر شده در رابطه با عدم هماهنگی در کنار مکانیزم

گیري توجه باید به مراحل اندازه NF200در بیان ژن و پروتئین 

هاي مختلف راحل مختلف و روشداشت. بیان ژن معمولاً در م

شود که عدم نمایش در یک مرحله حضور آن را کنترل می

 mRNAدر بیشتر موارد تغییر در سطح ، کند بنابراینثبت نمی

و سطح پروتئین به دلیل کنترل تنظیم در سطوح مختلف با 

هایی وجود هم ارتباط زیادي ندارند. با این حال، زیرمجموعه

به شدت با تغییر در سطح  mRNAطح دارد که تغییر در س

توان پیشنهاد کرد که تنظیم بیان پروتئین ارتباط دارد و می

-ها در سطوح بالادست ترجمه به شدت کنترل میژن این ژن

ها کنترل تنظیم در بسیاري از شود و در برخی از زیر مجموعه

و  mRNAسطوح مختلف نشان دهنده همبستگی ضعیف بین 

. لذا در مطالعه حاضر نیز این عدم ]37[سطح پروتئین است 

-زههاي انداتوان به مکانیزمهماهنگی بین ژن و پروتئین را می

  گیري نسبت داد.

هایی است که با این وجود مطالعه حاضر داراي محدودیت

ها برطرف شود در مطالعات آتی این محدودیتپیشنهاد می

گیري توان اشاره کرد به: عدم اندازهها میکه از جمله آنشود 

هاي هاي نکروزي و آپوپتوزي در کنار بررسی سلولشاخص

گیري سایر فاکتورهاي مرده در هیپوکمپ، عدم اندازه

و بررسی همبستگی بین فاکتورهاي  BDNFنوروتروفیک نظیر 

ه ظهاي بیماري آسیب زننده حافنوروتروفیک، استفاده از مدل

  در کنار گروه هاي مطالعه حاضر. 

  یريگیجهنت

انجام تمرین ترکیبی در سنین جوانی و میانسالی میزان 

این در . هاي زنده عصبی را در هیپوکمپ افزایش دادسلول

-غیر معنی NF200و  NeuNحالی بود که تغییرات در ژن هاي 

 دار را با تمرین ترکیبیافزایش معنی NF200دار اما پروتئین 

ري گیهاي اندازهرسد تحت تأثیر روشنشان داد که به نظر می

و منابع ترشح دیگر در سایر نقاط مغز باشد. با توجه به این 

رسد انجام تمرین ورزشی ترکیبی براي سنین نتایج به نظر می

تر با رعایت سالمندي بهتر است در مدت زمان طولانی

د. مند شوند آن بهرهاستانداردهاي لازم صورت بگیرد تا از فوای

با این وجود در این زمینه نیاز به مطالعات بیشتر به ویژه بر 

  باشد..روي نمونه هاي انسانی می

  تشکر و قدردانی

هاي شرکت وسیله نویسندگان از راهنماییبدین

گیري هاي اندازههیستوژنوتک (تهیه کیت، آموزش روش

  د.ننمایسلولی و بافتی) تقدیر و تشکر می
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The Effect of 6 Weeks of Combination Training on NeuN and NF200 Factors 

and the Number of Living Cells in the CA1 Region of the Hippocampus of 

Male Wistar Rats: An Experimental Study  
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Background and Objectives: The combination of resistance and endurance training has a variety of effects on brain 

tissue. The aim of this study was to determine the tissue changes and NeuN and NF200 factors in the CA1 region of 

the hippocampus after 6 weeks of combination training in male Wistar rats. 

Materials and Methods: In this experimental study, 30 rats were divided into 6 groups: young control and training (2 

weeks), middle-aged control and training (8 weeks), and old control and training (24 months). Exercise groups were 

trained for 6 weeks with a combined program. To examine hippocampal tissue changes, gene expression of NeuN and 

NF200 and also NF200 protein, crystal violet method, real time-PCR method and immunohistochemistry were 

respectively used. Independent t-test and one-way ANOVA were used to analyze the data.  

Results: Compared to the control groups, the young (p=0.005) and middle-aged (p=0.008) exercise groups had a 

significant increase in living nerve cell and also the training groups of young (p=0.003), middle-aged (p<0.001) and 

old (p=0.021) showed a significant increase in NF200 protein in hippocampal tissue. In the study between the training 

groups, the young group had a significant increase in NF200 protein compared to the middle-aged and old groups (p 

<0.001). There was no significant difference among the three exercise groups in the expression of NeuN and NF200 

genes (p>0.05). 

Conclusion: 6 weeks of combined training at young and Middle Ages have a better effect on living nerve cells. These 

exercises also significantly improved NF200 protein (without significant changes in genes). This difference seems to 

be influenced by measurement steps and other secretory sources. 

Key words: Hippocampus, Exercise, Wistar rat 
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