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Abstract 
It is important to maintain the structure and function of the brain throughout life. The 

main important brain developmental processes occur during the critical periods, 

especially prepuberty. Thus, environmental interventions during this critical period can 

lead to significant and permanent changes in developing structures such as the 

hippocampus. Here, the current study investigated the effect of combined training and 

play in an enriched environment during prepuberty on the hippocampal structure in adult 

rats. For this purpose, in this longitudinal study, 27 male rats were divided into three 

groups of combined training, play in an enriched environment, and control. Interventions 

were performed for three weeks (28-48 postnatal days). Subsequently, all animals were 

kept in the standard cages without any intervention until adulthood (48-85 postnatal 

days). After this period, the animals were sacrificed and hippocampal tissues were 

removed. The Western blotting and Nissl staining methods were used to assess the brain-

derived neurotrophic factor (BDNF) and the number of cells in the hippocampus, 

respectively. The results showed that BDNF levels (P<0.0001) and the number of cells 

in the hippocampus (P<0.05, P<0.001) increased significantly in the groups with training 

and play in enriched environment. According to the findings of this study, it can be 

concluded that training interventions such as organized exercise and active play during 

sensitive developmental periods have strong and long-lasting effects on the hippocampal 

structure by increasing BDNF expression. 
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Extended Abstract   
Background and Purpose  
It is important to maintain the structure and function of the brain throughout life. 

The development of the brain takes place significantly after birth. The most 

important brain developmental processes occur during the critical periods, 

especially prepuberty. The remarkable changes in cortical and subcortical 

structures, changes in receptor and growth factor expression, and myelination 

are evident (1). The brain-derived neurotrophic factor (BDNF) plays an 

important role in neuronal plasticity as a neurotrophic factor. BDNF is produced 

endogenously throughout the brain, with high levels present in the hippocampus 

(2). The regions DG and CA of the hippocampus, which are important for the 

process of neurogenesis and long-term potentiation (LTP), respectively, may 

influence this structure (3). Thus, environmental interventions during this critical 

period can lead to significant and permanent changes in developing structures 

such as the hippocampus. Molecular mechanisms, particularly neurotrophic 

factors, likely support brain plasticity in adulthood through structural changes 

(4). Here, the current study investigated the effect of combined training and play 

in an enriched environment during prepuberty on hippocampal structure in adult 

rats. 

Materials and Method 
 For this purpose, the present study was longitudinal and used 27 male Wistar rat 

pups, weighing 18.76 ± 2.1 obtained from Laboratory Animals of Razi Vaccine 

and Serum Research Institute, Iran. All animals were housed in a standard 

temperature (22-23 ◦C), humidity of 55% and reversed 12-h light-dark cycle 

(lights on 8 am) with ad libitum access to food and water. After weaning, 

animals were acclimated to the treadmill and ladder for three days (23-25 days) 

and then divided into three groups: combined training, play in an enriched 

environment, and control (n=9). The combined training consisted of endurance 

and resistance training, each performed on odd and even days, respectively. 

First, the maximal running capacity test was performed to determine the 

intensity of the training according to the previous specific protocols (5). After a 

five-minute warm-up, endurance training was performed at 70% of maximal 

running speed (14-16 meters per minute). The training duration was also 

gradually increased to 45 minutes in the last week (6). Based on maximal 

exercise capacity, a resistance training protocol was performed by climbing the 

ladder. The first through fourth movements were carried out at 50, 75, 90 and 

100 % of maximum load, respectively and then weights of 7 g gradually added. 

There were a total of eight climbs up the ladder with a two-minute rest (7). In 
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addition, an animal park was designed to create an enriched environment. The 

prepubescent rats were housed together in a large metal cage with toys and 

objects of various shapes and textures. The animals also had access to running 

wheels and ladders for voluntary physical activity. In general, this environment 

provided the animals with opportunities to play and have fun (8). Water bottles 

were attached to the cage walls and food containers were placed on the floor. 

The interventions lasted for three weeks (28-48 postnatal days). Subsequently, 

all animals were kept in the standard cages without any intervention until 

adulthood (48-85 postnatal days). After this period, the animals were sacrificed 

and hippocampal tissues were removed for biochemical and histological 

evaluation. The Western blotting method was used to measure protein BDNF 

according to the manufacturer's instructions. Equal amounts of samples (25 μg) 

were added to 8 % SDS-PAGE gel wells and GAPDH protein was considered as 

reference or control protein. The number of cells in DG and CA regions of the 

hippocampus was determined by Nissl staining. The Paxinos and Watson atlas 

of the rat brain was used to section the hippocampus. Images of the tissue 

section were then taken and Image J software was applied to count the cells in a 

range of approximately 6000 μm. The data were analyzed using SPSS 19. 

Accordingly, the normal distribution of the data was confirmed using the 

Kolmogorov-Smirnov test and the one-way ANOVA test used to detect 

significant differences between groups (P<0.05). In this study, ethical principles 

were considered according to the laws of protection and care of laboratory 

animals, approved by the National Ethics Committee in biomedical research of 

Shahid Beheshti University. In this regard, the number of animals was 

determined based on the research need, and harm to the animals during care and 

training was minimized.  

Results  

Western blot results showed a significant difference in BDNF protein levels 

between groups [(F (2, 15) = 14/82, P=0.0003)]. Tukey's post hoc test also 

revealed that BDNF levels increased significantly in the groups with combined 

training (P=0.0015) and play in an enriched environment (P=0.0004) after three 

weeks of intervention. On the other hand, we found that the number of cells in 

the DG region of the hippocampus was significantly different between the three 

groups [(F (2, 9) = 7.157, P=0.0138)]. In this regard, the number of cells 

increased significantly in both the combined training (P=0.0150) and play 

groups in an enriched environment (P=0.0443) compared to the control group. 

Furthermore, the number of cells in the CA1 region was different [F (2, 9) 

=10.59, P=0.0043]. The results of the post-hoc test demonstrated that the 



Rostami: Effect of Combined Training and Play in an Enriched...                                        202 

number of cells in the CA1 region was significantly higher in the play group in 

an enriched environment than in the combined training (P=0.0344) and control 

(P=0.0037) groups. No significant difference was also found in the combined 

training group compared to the control one (P=0.3431). 

Conclusion 

The combination of endurance and resistance training may play an important 

role in increasing BDNF levels and subsequent cellular changes. Increased cell 

number in the DG region of the hippocampus might be indirectly associated with 

cell proliferation and increased exercise-induced neurogenesis (9). In addition to 

the type of exercise, animal studies have reported that growth factors and 

neurogenesis are also affected by the intensity of training too. Moderate stress 

probably leads to the observed beneficial effects (10). On the other hand, an 

enriched environment may allow animals to exercise in spaces such as a well-

equipped playground (11). Play experiences involving endurance (cycling) and 

resistance (ladder climbing) activities, as well as cognitive stimulation are 

effective in increasing BDNF levels and the number of cells in the DG and CA1 

regions of the hippocampus (12). According to the findings of this study, it can 

be concluded that training interventions such as organized exercise and active 

play during sensitive developmental periods have strong and long-lasting effects 

on the hippocampal structure by increasing BDNF expression. 

Keywords: Brain Development, Combined Training, Play in an Enriched 

Environment, Prepubertal Period 
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Effect of play in an enriched environment and combined training during 

prepuberty on the number of cells in DG and CA1 regions of the hippocampus. 

 

* P<0.05  ** P<0.001, vs. control group. # P<0.05 vs. Combined training group 
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 مقالة پژوهشي

ش از بلوغ بر پيدر دورۀ  شدهتأثير يک دوره تمرين ترکيبی و بازی در محيط غنی

 1های صحرايی بزرگسالساختار هيپوکمپ موش
 

 3فياض ميلانی، رعنا 2پرست، عباس حق1سميرا رستمی

 

 دانشگاه شهید بهشتی ،دکتری فیزیولوژی ورزشی یدانشجو .1

 دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی ،مرکز تحقیقات علوم اعصاباستاد . 2

 مسئول( زشی، دانشگاه شهید بهشتی )نویسندۀاستادیار فیزیولوژی ور .3
 

 10/08/1399تاريخ پذيرش:                     06/06/1399تاريخ دريافت: 

 چکيده 

 مغز در طول زندگي از اهميت فراواني برخوردار است. فرايندهاي کليدي توسعةحفظ ساختار و عملکرد 

در طي  محيطيمداخلات رو ازاين اند؛برجستهپيش از بلوغ  دورۀدر  يژهورشد به هاي بحرانيمغزي در دوره

رشد هاي درحالتوجه و ماندگار در ساختار تغييرات درخورايجاد رشدي ممکن است به حساس  اين دورۀ

پيش از در دورۀ  شدهثير تمرين ترکيبي و بازي در محيط غنيتأ اين مطالعه در منجر شوند. هيپوکمپ مانند

طولي  صورتمنظور پژوهش بهبدين .ارزيابي شد بزرگسالبلوغ بر ساختار هيپوکمپ موش هاي صحرايي 

محيط  بازي در ،شيردهي به سه گروه تمرين ترکيبي ۀصحرايي نر پس از دور سر موش 27انجام شد و 

 روزگي( اجرا 48تا  28) در دوران قبل از بلوغ هفته مدت سهمداخلات بهشده و کنترل تقسيم شدند. غني

هاي استاندارد درون قفس حيوانات بدون مداخله روزگي( همة 85تا  48شدند و در ادامه تا دورۀ بزرگسالي )

برداري هيپوکمپ انجام شد. روش وسترن بلات ، مراحل تشريح و بافتاين دورانپس از  نگهداري شدند.

ها نيسل براي ارزيابي تعداد سلولآميزي رنگ و (BDNF) گيري عامل رشد عصبي مشتق از مغزبراي اندازه

 روتئين ـسطوح پ طرفـه نشـان داديک يواـتايج آزمون آنـن .داستفاده شپ ـوکمـواحي هيپـدر ن

BDNF (P < 0.0001)  هيپوکمپها در تعداد سلولوP < 0.05) ، P  < 0.001) تمرين  گروههر دو  در

توان نتيجه مي مطالعههاي اين يافتهند. با توجه به معناداري داشتافزايش شده يمحيط غنبازي در ترکيبي و 

ش يهاي حساس رشدي با افزادر دورهبازي فعال و يافته سازمان جمله تمريناتاز تمرينيگرفت که مداخلات 

 کنند. در ساختار هيپوکمپ ايجاد مي را و ماندگاري اثرات قوي ،BDNFميزان 

 .پيش از بلوغ ، دورۀشدهمحيط غنيبازي در  مغزي، تمرين ترکيبي،عة توس :کليدی واژگان
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 مقدمه

 رۀدو طولدر  اتتحریک .برخودار است از اهمیت فراوانی طول زندگیحفظ ساختار و عملکرد مغز در 

. (1)د نکند و یکپارچگی همیشگی آن را تعیین کبلوغ عملکردی مغز را تعدیل  رشدی ممکن است

 -مله بهبود سیستم قلبیازجمزایای فراوانی  ،در این دوره عنوان تحریکی مثبتبه فعالیت بدنی

عروقی ازجمله افزایش -های قلبی، حفظ وزن مطلوب، جلوگیری از عوامل خطرزای بیماریعروقی

های ترین اندامعنوان یکی از مهممغز به (.2، 3) نشان داده استخون و پیشرفت تحصیلی را فشار

توجهی پس از تولد اتفاق  ی به میزان درخورمغز ۀتوسع. کانون توجه مطالعات اخیر بوده است بدن

ها، عوامل تغییر در میزان گیرنده در ساختارهای قشری و زیرقشری، تغییرات چشمگیرافتد. می

پیش از بلوغ  اس یا بحرانی رشد ازجمله دورۀهای حسدر دوره های عصبیدهندهرشدی و انتقال

افتند پذیری عصبی زیاد، اتفاق میبا شکل رویدادهایی که در طی این دوره روازاین مشهود است؛

  .(4) دحیاتی باشن و حفظ ساختار آن در طول عمر رشدتوانند برای مغز درحالمی

های محرک عنوانبه (EE) 1شدهمحیط غنیسازی رفتاری از قبیل های غنیورزشی و نمونه فعالیت

 و عملکردی منجر سلولیتوجهی از تغییرات مولکولی تا پذیری درخور های شکلپاسخمحیطی به 

پنج هفته . اندپیش از بلوغ انجام شده مطالعات مقطعی در دورۀ شماری از در این باره .(5) اندشده

های صحرایی نر انجام شد، سطوح روز بعد از تولد در موش 21دویدن اجباری روی نوارگردان که 

ایش داد که همراه با افزایش در هیپوکمپ را افز (BDNF) 2عامل رشد عصبی مشتق از مغزپروتئین 

های صحرایی . همچنین هشت هفته دویدن اجباری روی نوارگردان در موش(6)فضایی بود  حافظۀ

خصوص و بههای عصبی در سراسر هیپوکمپ روز پس از تولد شروع شد، تعداد سلول 22نر که 

را افزایش داد و به بهبود عملکرد در آزمون ماز آبی موریس منجر شد  (DG) 3داردندانه شکنج ناحیۀ

و تغییرات متنوع  BDNFشده با افزایش های غنیمحیطمعرض قرارگیری در از سوی دیگر، .(7)

سازی شامل شرایط غنی های عصبی همراه بوده است.سلولی در تعداد، ساختار و عملکرد سلول

های بزرگ اجتماعی و در های بزرگ و جذاب است که در آن حیوانات در گروهگزینی در قفسخانه

های مختلف( قرار ها، اشیا با اشکال و بافتبازیکننده )شامل اسبابتحریک یحضور انواع اشیا

های صحرایی نر دارای سازی محیط در موشغنی در پژوهشی .(8) کنندآزادانه بازی میگیرند و می

روزگی رسیدند، مداخله شروع  21هنگامی که حیوانات به بلوغ بررسی شد. نژیت پیش از دورۀ من

-در هیپوکمپ و مایع مغزی BDNFادامه داشت. افزایش میزان سطوح  هاآن روزگی 60شد و تا 
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ودند و همچنین بهبود حافظه در معرض محیط غنی بهای مننژیتی که درنخاعی در گروه موش

 .(8)های شناختی مشاهده شد آزمون

 پیش از بلوغ ی بر ساختار و عملکرد مغز در دورۀورزش هایثیر فعالیتدربارۀ تأ شدهانجام مطالعات

شواهد جدید نشان  .اندانجام شدهصورت مقطعی و به کید بر تمرینات ورزشی هوازیمحدودند و با تأ

ترش های بعدی زندگی گسکودکی ممکن است به دوره ند که مزایای فعالیت بدنی در دورۀدهمی

حدی از چاقی حداقل تا کودکی ه شده است که فعالیت بدنی در دورۀنشان دادن باره در ای. (9) یابد

عروقی را کاهش -های قلبیو خطر ابتلا به بیماری کندهای بعدی زندگی محافظت میدر دوره

های بدنی در دوران پیش از عالیتوضوح نشان داده شده است که فبه. همچنین (10، 11) دهدمی

و از  اندودهثر بدر دستیابی به تودۀ استخوانی بزرگ مؤ با تحمل وزنهای خصوص فعالیتبلوغ، به

های حیوانی نیز مطالعاتی در مدل .(12)کنند پوکی استخوان در سالمندان محافظت میابتلا به 

اند. در پژوهشی گزارش شد که سه روز ی عملکردهای شناختی انجام شدهمنظور ارزیابطولی به

پیش از بلوغ، عملکردهای  ی مرتفع و شوک به پا( در طول دورۀاجباری، سکواسترس )شنای 

. درمقابل، تمرین هوازی در طول (13) کاهش دادهای صحرایی نر بزرگسال موش دررا شناختی 

در دورۀ بزرگسالی منجر شد  و یادگیری فضایی روزگی( به افزایش حافظۀ 60تا  21)دورۀ نوجوانی 

طور سازوکارهای سلولی و مولکولی به و اندمطالعات اندکی در این باره انجام شده حال؛ بااین(6)

 اند.دقیق بررسی نشده

این  درنقش دارند.  مثبت اثرات میانجیگریدر  روتروفیکومله عوامل نازج چندین سیستم مولکولی

 تیحمای عصب یهارمجموعهیاز ز یاریرشد بسو  ز بقاکه ااهمیت زیادی دارد؛ چرا  BDNFمیان

پذیری ظاهر و شکلی کارایی سیناپسی، اتصالات عصبی عنوان میانجیگر کلیدهمچنین به .ندکیم

در هیپوکمپ و قشر مغز  زیادهای سر مغز با غلظتزا در سراصورت درونبه  BDNF.(14) شودمی

 مدت فعالیتبرای میانجیگری اثرات طولانی عامل مهمیپیشنهاد شده است که و  شودتولید می

 عنوان بخشی از سیستم لیمبیک از نواحی مهمیهیپوکمپ به .(15) است هیپوکمپ ی برورزش

شود و ناحیۀ روژنز محسوب میوکه جایگاه مهمی برای وقوع ن DGجمله از تشکیل شده است؛
1

1CA 2 تمدکه در تقویت طولانی(LTP) .سازوکارهای مهم  عنوانبه این دو ناحیه مهم است

 .(16) گذارندبر ساختار هیپوکمپ تأثیر می سلولی

الگوهای مثبت بهترین زمان برای تعامل با فعالیت بدنی و انتقال  معمولاًهای ابتدایی زندگی سال

 بر بهبود ابعاد مختلف سلامت جسمانی طولی اتبیشتر مطالع ن زمینهدر ای .اندسلامتی مطرح شده

                                                           
1. Cornu Ammonis-1 

2. Long-Term Potentiation 
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نوان یکی از عهیپوکمپ به .است کمتر بررسی شده با این رویکرد یمغز توسعۀو  اندرده تمرکزک

ازآنجاکه  ، نقش اساسی در سیستم عصبی مرکزی دارد.عصبی توسعۀیندهای فرادر های مهم جایگاه

رشدی بیشتر از بزرگسالی است، رویدادهایی که در طی این دوره با تأثیر محیط بر طول دورۀ 

رشد ازجمله هیپوکمپ بیشترین توانند بر مناطق مغزی درحالافتند میپذیری بسیار، اتفاق میشکل

 فرض شددر این پژوهش  بزرگسالی منتقل شوند. به دورۀ با احتمال بیشتری ثیر را داشته باشند وتأ

که اجباری  -دهشو بازی در محیط غنی تمرین ترکیبیپیش از بلوغ شامل  تمرینیمداخلات که 

بزرگسالی  مکن است به نتایج متفاوتی در دورۀم -های بدنی وجود نداردفعالیت دادنبرای انجام

تغییرات  با احتمالاً اند،وروتروفیکس آن عوامل نسازوکارهای مولکولی که در رأ منجر شوند.

 مطالعۀ طولی حاضر، در ور؛ ازاینکنندمی پشتیبانی بزرگسالی در دورۀ مغز پذیریشکل از ساختاری

بر ساختار هیپوکمپ  پیش از بلوغ ۀدر دور شدهیدر محیط غن یو باز یتأثیر یک دوره تمرین ترکیب

 .بررسی شد صحرایی بزرگسال یهاموش
 

 روش پژوهش
روزه  15 صحرایی نر نژاد ویستار سالم سر موشوهفت طولی انجام شد. بیست صورتبه این مطالعه

(15PND)1  شدند تحقیقاتی رازی خریداری همراه با چهار مادر از مؤسسۀ  گرم76/81 ± 1/2با وزن

 علوم ورزشی و تندرستی دانشگاه شهید بهشتی منتقل شدند. آزمایشگاه دانشکدۀو به محیط 

 طیبا مح یسازگار ۀزمان دور همان در وبودند نزد مادر  خوارگیریش اتمام دورۀتا حیوانات 

طی سه  وشدند  از مادر جدای روزگ 22 نابالغ در سن یهاسپس موشسپری کردند.  را شگاهیآزما

ستقامتی و مقاومتی آشنا منظور تمرین ابهترتیب روزگی( با نوارگردان و نردبان به 25تا  23روز )

گروه  و شدهمحیط غنیبازی در  ،یبیترک نیگروه تمر هبه س یتصادف ورتصبهها شدند. سپس آن

 48ادامه و از  در و انجام شدوزگی( ر 48)تعداد = نُه(. مداخلات تا اوایل بلوغ ) شدند میتقسرل کنت

 های استاندارد نگهداری شدندحیوانات بدون مداخله درون قفسروزگی )دورۀ بزرگسالی( همۀ  85تا 

 صددر 55 ± 4رطوبت ، گرادیسانت ۀدرج 22استاندارد ی دما با یطیمحشرایط  .یک( ارۀ)شکل شم

همچنین  .دفراهم ش (صبح ششدر ساعت روشنایی ) ساعت 12 یکیتار-ییروشنا معکوس چرخۀو 

  .ی داشتندحدود به آب و غذا دسترسمصورت نابه واناتیح

 

                                                           
1. Post Natal Day 
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 طرح تحقيق مطالعه -1شکل 

Figure 1- Experimental design of study 

 

مدت ومتی بود که شش روز در هفته و بهی و مقااستقامتی ورزش هایتمرینشامل  تمرین ترکیبی

روزگی(. تمرینات استقامتی در روزهای زوج و  48تا  28) انجام شد 15تا  11بین ساعات  سه هفته

ۀ همی، ابتدا استقامت نیتمرشدن انجاممنظور به. مقاومتی در روزهای فرد اجرا شدندتمرینات 

متر در  10هشت تا در روز با سرعت  قهیدق 10)شدند  سازگارنوارگردان  یرو دنیدوی برا واناتیح

سپس آزمون ظرفیت دویدن  .دش انجام نهیشیب دنیاز آزمون دو شیپ یروز متوال سهدر  که (دقیقه

طور وش بههای پیشین مشخص، برای هر مبیشینه برای تعیین شدت تمرین مطابق با پروتکل

ها با سرعت به این صورت که ابتدا موش در ادامه تمرین اصلی اجرا شد؛ .(17) جداگانه انجام شد

 نهیشیب دنیسرعت دو درصد 70 باسپس تمرین  دقیقه گرم کردند.پنج  مدتقه و بهمتر در دقی 10

دقیقه  45پیدا کرد و به  تدریج افزایش. مدت زمان تمرین نیز بهمتر در دقیقه( انجام شد 16تا  14)

دقیقه صورت  پنجه و مدت زمان متر در دقیق 10رسید. در پایان سردکردن با سرعت آخر در هفتۀ 

بادی استفاده شد.  رها روی نوارگردان از شوکمنظور تحریک دویدن موش. همچنین به(18) گرفت

 روز برای بالارفتن از نردبان سازگار شدند؛مدت سه تمرین مقاومتی، تمام حیوانات به از شروع شیپ

استراحت بالای نردبان برای آشنایی با مدت دو دقیقه در محفظۀ ه این ترتیب که روز اول ابتدا بهب

. روز دوم همراه با انجام شد کردن کیسه و وزنهگرفتند. سپس چهار حرکت بدون وصل این فضا قرار

ش، وزن بدن مواز درصد  50حمل وزنه( و روز سوم با  کیسۀمنظور آشناسازی با خالی )بهکیسۀ 

با  مطابق نهیشیبار ب حمل آزمونهای تمرینی، تعیین وزنه . برایرفتن از نردبان انجام شدبالا

به این صورت که  پروتکل تمرین مقاومتی انجام گرفت؛دنبال آن مطالعات پیشین انجام شد و به

 در ادامه، و ندترتیب انجام شددرصد بار بیشینه به 100و   90 ،75، 50حرکات اول تا چهارم با 
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رفتن از نردبان . درمجموع، هشت حرکت بالاصورت گرفت (هفت گرم با معادل)افزایش تدریجی بار 

 . (19) ای بین حرکات انجام شددقیقههای دوبا استراحت

. این محیط دو( )شکل شمارۀ شد یطراح پارک حیوانی یغن یطیمح کردنمنظور فراهمبه همچنین

 40) استاندارداز حالت  تربزرگ فلزی قفس ر)تعداد= نُه( د هم با واناتیح ینیگزخانه طیشامل شرا

x 60 x 90cm)  مختلف یهابا اشکال و بافتیی ایاش شامل طیمح نیای اجزا بود.و در سه طبقه 

 ،منظور فعالیت بدنی داوطلبانهبههمچنین  .بودند بالارونده یهاوحلقه طناب ،یبازاسباب توپ، شامل

های هوازی و مقاومتی امکان فعالیتترتیب ند که بهداشتی دسترس گردان و نردبانچرخبه  واناتیح

کرد. ای بازی و سرگرمی حیوانات مهیا زمینه را بر شدهطورکلی محیط طراحیبهکردند. را فراهم می

 یدر اجرا گرید یهاگروه در مقایسه باو  این محیط قرار گرفتند در هفتهمدت سه به هاموش

در کف  نیز قفس متصل شدند و ظروف غذا دیوارۀهای آب به بودند. بطری خود آزاد  یهاتیفعال

جداسازی بافت هیپوکمپ انجام  . پس از یک روز استراحت، مراحل تشریح و(20) قفس قرار گرفتند

 هوش شدند. بی قرار گرفتند و  کربناکسیدگاز دیمحتوی  ابتدا حیوانات در محفظۀ در این باره .شد

 

 
 شدهمحيط غنيگزيني حيوانات در خانه -2شکل 

Figure 2- Animal housing in an enriched environment 
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. شد انجام کیت ۀق دستورالعمل شرکت سازندطبروش وسترن بلات  BDNF سنجش پروتئین برای

شرکت  ساخت) سانتریفیوژ سپس .ندشد لیز 1(RIPAبافر ریپا ) توسط بافتی هاینمونه ابتدا

گراد سانتی ۀدرج چهاردور در دقیقه در  12000دقیقه  با  20مدت به( 5415R با کد اپندورف آلمان

مقادیر مساوی نمونه وسترن بلات،  دادن. برای انجامدشآوری جمع آمدهتدسمحلول بهو  شد انجام

دو اضافه شدند. سپس ژل برای یک تا   % SDS-PAGE 8  های ژلمیکروگرم( در چاهک 25)

با کمک  به کاغذ از ژل پروتئین انتقال، بعد از اتمام الکتروفورزرانده شد.  ولت 100ساعت در ولتاژ 

بادی، بلاکینگ از طریق محلول بلاکینگ انجام شد و آمیزی آنتیمنظور رنگبافر انتقال انجام شد. به

کاتالوگ با شمارۀ  آمریکا ابَکم ساخت شرکت) BDNF ضد بادی اولیۀپس از آن کاغذ با آنتی

203573ab)2 .موشضد بادی ثانویۀآنتیشدن با انکوبه سپس در طول شب انکوبه شد HRP  ساخت(

همچنین از  شد. نجاما sc)3-516102 کاتالوگ رۀبا شما بیوتکنولوژی سانتاکروز آمریکاشرکت 

کاتالوگ  بادی اولیه با شمارۀ)آنتی عنوان پروتئین مرجع یا کنترل استفاده شدبه GAPDH پروتئین

ab1816034 رگوش بادی ثانویۀ ضدخآنتی وHRP 205718 کاتالوگ با شمارۀab
 اختهر دو س 5

منظور انجام شد و به ECLآشکارسازی با استفاده از محلول  ،ر ادامهد. شرکت ابَکم آمریکا(

چگالی باند  منظوربدین .استفاده شد 6 ایمیجیافزار شده روی فیلم از نرمکردن باندهای مشاهدهیکمّ

BDNF  نسبت بهGAPDH .سنجیده شد  

کاردیالی از  شده، پرفیوژن ترانسهوشی حیوانات با روش ذکر، پس از بیارزیابی بافتی منظوربه

 چهار (PF)دنبال آن پارافورمالدئید و به (0.1M)دهم مولار یک(PBS) طریق بافر فسفات سالین 

در ادامه،  .ندهیپوکمپ خارج شد هایو بافتصورت گرفت 0.1M ( PB) فسفاتدرصد در بافر 

آمیزی ها برای رنگانجام شد و نمونه درصد 10 ه از محلول فرمالیننظر با استفادبافت مد کردنثابت

ها صورت ای از الکلبا مجموعه هاگیری بافتآب مرحلۀ در ابتدا به این ترتیب که یسل آماده شدند؛ن

 گیری از ناحیۀ. برشگیری شدندپارافین مذاب قالب با استفاده ازنظر های مدگرفت. سپس نمونه

 میکرونهایی با ضخامت پنج برش و انجام شد لس پاکسیسنوس و واتسونهیپوکمپ مطابق با اط

روی لام حاوی آلبومین که  دهر حیوان هشت مقطع بافتی تهیه ش از دست آمد.توسط میکروتوم به

با  تصویربرداری میکروسکوپی درنهایت د.آمیزی شرنگقرار گرفتند و توسط محلول رنگ کریزل 

                                                           
1. Radio Immune Precipitation Assay Buffer 

2. Mouse Anti-BDNF Antibody (ab203573) 

3. Mouse IgG Kappa Binding Protein conjugated to Horseradish Peroxidase (sc-516102)  

4. Rabbit Anti-GAPDH antibody [EPR16884] - Loading Control (ab181603) 

5. Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP) (ab205718) 
6  . Image J 
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 یسلول هیپوکمپ برای شمارش CA1و  DGنواحی  از هر مقطع بافتی انجام شد و سه عکس تهیۀ

های سلول .افزار ایمیجی استفاده شداز نرم نواحی ایندر ها منظور شمارش سلولبه انتخاب شدند.

میکرومتر  6000 های زنده در مساحت حدودنکروتیک و سیاه از شمارش خارج شدند و تعداد سلول

تجزیه و تحلیل شدند؛  19 نسخۀ 1.اس.اس.پی.اس افزارها با استفاده از نرمداده محاسبه شد.

یید شد. سپس تأ 2 رنوفیاسم -آزمون کولموگروفها بر اساس اساس، ابتدا توزیع طبیعی دادهبراین

برای بررسی اختلاف معناداری بین سه گروه  3و آزمون تعقیبی توکی طرفهیک یاز آزمون آنوا

 در نظر گرفته شد.  P < 0.05استفاده شد. سطح معناداری نیز 

 مصوبی، شگاهیآزما واناتیاز ح یو نگهدار تیحما نیمطابق با قوانی اصول اخلاق پژوهش نیا در

 IR.SBU.REC.1398.007اخلاق  ۀبا شناس و پزشکیهای زیستملی اخلاق در پژوهش ۀکمیت در

کارگیری حیوانات بیشتر و خارج از استفاده شدند و از به . حیوانات مطابق با نیاز پژوهششد تیرعا

جلوگیری از اعمال فشار و آزار حیوانات، هنگام تمرین از شوک  پژوهش اجتناب شد. براینیاز 

 نیهمچندن استفاده شد. الکتریکی استفاده نشد و از شوکر بادی برای تحریک حیوانات به دوی

 نیتمر نیدر ح بیآس نیتا کمتر دش تیرعا واناتیح بارۀدر یو بهداشت یمنیا اتنک ن،یهنگام تمر

 .شودوارد  واناتیبه ح یو نگهدار
 

 نتايج
به  BDNFنشان داد نسبت چگالی باند ، الف( سه شکل شمارۀآزمایش وسترن بلات )نتایج 

GAPDH 03/0ترتیب برابر با و تمرین ترکیبی به شدهمحیط غنیبازی در های کنترل، درگروه ± 

تفاوت معنادار در  طرفهیک یبا استفاده از آزمون آنوا. بود 84/0 ± 06/0 و 89/0 ± 06/0، 49/0

آزمون نتایج همچنین . ,P = 0.0003) (F(2, 15) = 14/82 شد یافتها بین گروه BDNFمیزان 

 BDNFشده، سطوح در محیط غنی بازیس از سه هفته تمرین ترکیبی و نشان داد پ توکی تعقیبی

 (P = 0.0004)  شدهمحیط غنی بازی در و(P = 0.0015)  گروه تمرین ترکیبیدر  طور معناداریبه

، سه )شکل شمارۀنشان داد را افزایش بیشتری  شدهمحیط غنی بازی در و در گروه فزایش داشتا

 .ب(

 

                                                           
1. SPSS 

2  . Kolmogorov–Smirnov test 

3. Tukey post-hoc test 
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 BDNF و تمرين ترکيبي دوره پيش از بلوغ بر سطوح شده محيط غني بازي در تاثير -3شکل 

 (داده شده استشان يک باند از هر گروه ن)
 (0.001P < , 10.0<  P) تفاوت معنادار با گروه کنترل :** ***،

 

Figure 3- Effect of  play in an enriched environment and combined training in the 

pre-pubertal period on BDNF levels. (One replicate of the western blot is shown for 

each condition) **P < 0.01, ***   P < 0.001 vs. control group. 
 

 

 DG ها در ناحیۀالف( نشان داد تعداد سلول، چهار ، ارزیابی مقاطع بافتی )شکل شمارۀسوی دیگر از

که طوریبه ؛,P=0.0138)  (F (2, 9) = 7.157ها متفاوت بودگروهطور معناداری بینهیپوکمپ به

 شدهمحیط غنی و بازی در (P = 0.0150)در هر دو گروه تمرین ترکیبی  این ناحیهها در تعداد سلول

(P = 0.0443)  ها در ناحیۀشمارش سلولعلاوه، بهگروه کنترل افزایش داشت. در مقایسه با CA1 

نتایج آزمون ( F (2, 9) = 10.59, P = 0.0043) نشان داد هابین گروه ی راوکمپ تفاوت معنادارهیپ

 در مقایسه با شدهمحیط غنی بازی در در گروه CA1 ۀهای ناحیتعداد سلولنشان داد  توکی تعقیبی

تفاوت  همچنین بود. طور معناداری بیشتربه (P = 0.0037) و کنترل (P = 0.0344)های تمرین گروه

 )شکل شمارۀ (P = 0.3431) کنترل یافت نشددر مقایسه با گروه معناداری در گروه تمرین ترکیبی 

 . ، ب(چهار
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 -. الفهاو تمرين ترکيبي در دورۀ پيش از بلوغ بر تعداد سلول شدهمحيط غني بازي در ثيرتأ -4 شکل

و  DGها در نواحي ي تعداد سلولارزيابي کمّ -ب و نيسل شده با روشآميزيتصاوير مقاطع بافتي رنگ

CA1 هيپوکمپ 
 0.001P <  ,0.05 < (P( تفاوت معنادار با گروه کنترل: * ،**
 )P > 0.05( با گروه تمرينمعنادار تفاوت :  #

Figure 4- Effect of play in an enriched environment and combined training in the 

pre-pubertal period on the cell numbers of hippocampus. A- Representative 

pictures obtained by Nissl staining. B- Quantitative evaluation on the number of 

cells in DG and CA1 regions of hippocampus. 

* P < 0.05  ** P < 0.001, vs. control group. # P < 0.05 vs. Combined training group 
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 گيریو نتيجه بحث
پیش از  در دورۀ شدهسه هفته تمرین ترکیبی و بازی در محیط غنی نشان دادنتایج این مطالعه 

. منجر شد های صحرایی بزرگسالدر موش هیپوکمپ BDNF سطوح بلوغ به افزایش معنادار

در این باره  بود. طور معناداری بیشتربه هیپوکمپ CA1و  DGها در نواحی تعداد سلول همچنین

عوامل رشد افزایش . است انجام شده و نوجوانی پیش از بلوغ مطالعات مقطعی در دورۀشماری از 

پس از سراسر هیپوکمپ های عصبی در روژنز، افزایش تعداد سلولو، نBDNFجمله عصبی از

صحرایی نشان های در موش گردانن داوطلبانه روی چرخدیو دو های اجباری روی نوارگرداندویدن

پیش از بلوغ با  غنی در دورۀ هایثیر محیطدربارۀ تأ اندک(. مطالعاتی 6، 7، 21) داده شده است

های غنی معرض محیطدر قرارگیری جوندگان حال(؛ بااین22-24) اندرویکرد بالینی انجام شده

 .(25، 26) همراه بوده است های بزرگسالدر موش روژنزوو بهبود ن BDNFمختلف با افزایش سطوح 

و  های ورزشیثیرات مفید ناشی از فعالیتهای پیشین پیشنهاد شده است که تأدر پژوهش

 BDNFتا حد زیادی ناشی از افزایش میزان  احتمالاًساختار و عملکرد مغز بر  های غنیمحیط

و تعداد  BDNFکه میزان  مشاهده شد پژوهش این لعات، دربا این مطا همسو. (2) هیپوکمپ است

و  ترکیبیهای صحرایی بزرگسال پس از تمرین هیپوکمپ موش CA1و  DGها در نواحی سلول

طبق دانش ما، مطالعۀ طولی دربارۀ  پیش از بلوغ افزایش داشت. شده در دورۀدر محیط غنی بازی

نشان هایی یافتهاما  ،روتروفیک و تغییرات سلولی انجام نشده استوبر عوامل ن ورزشی اتثیر تمرینتأ

-12) دشوهای بعدی منتقل میکودکی به دوره واید جسمانی فعالیت ورزشی در دورۀفکه دهند می

10). 

بدنی اوایل زندگی ممکن است عملکرد  دهند که فعالیتنشان می انسانی از سویی شواهد جدید

چندین مطالعه با  تازگیهمچنین به. (27، 28) بعد بهبود بخشد چندین دهۀ شناختی را در

پذیری واکنش را بر بلوغ زا در پیش از دورۀعامل استرس های حیوانی، اثرات پایدار تجربۀمدل

اند که استرس اند. این مطالعات از این فرضیه حمایت کردههنشان داداسترس در دورۀ بزرگسالی 

 راب و کاهش عملکرد شناختی در دورۀبلوغ به افزایش اضط از دورۀ شده در اوایل یا پیشتجربه

پیش از بلوغ با افزایش  دورۀ تمرینات ورزشی در دادنمقابل، انجامدر. (13)شود بزرگسالی منجر می

عنوان به BDNF زمینه در این. (6) استهای بعدی زندگی مرتبط عملکردهای شناختی در دوره

نشان داده شده  از سویی یکی از سازوکارهای مهم در بهبود عملکردهای شناختی معرفی شده است.

یابد؛ در طول عمر کاهش می (TrKB) 1به نام تیروزین کیناز بی BDNF که بیان گیرندۀ است

کودکی و  طول دورۀ این عامل رشدی در یافتۀسطوح افزایش رو پیشنهاد شده است کهازاین

                                                           
1. Tyrosine Receptor Kinase B 
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. (29) بزرگسالی داشته باشددر مقایسه با  پذیری عصبیبر شکل تأثیر بیشتری ممکن است نوجوانی

ناشی از تمرین  BDNF یافتۀاحتمال وجود دارد که سطوح افزایشاین  هاگرفتن این یافتهبا درنظر

اثرات قوی و ماندگاری در ساختار  با پیش از بلوغ در دورۀ شدهمحیط غنیشی و بازی در ورز

 هیپوکمپ همراه باشد.

های مختلفی از ساختار جنبه و است مرتبط BDNFبا  طور قویکه اثرات تمرین هوازی بهدرحالی

-انسولینیرشد شبه عامل تری را برتمرین مقاومتی اثرات برجسته، بخشیده استهیپوکمپ را بهبود 

 در دورۀ مغز ات ترکیبی برثیر تمرینتأ دانش ما طبق .(30) استنشان داده  مرکزی 1(IGF-1یک )

که ترکیبی از تمرین  است ان دادهفراتحلیل نش پژوهشینتایج  اما پیش از بلوغ مشخص نیست،

ترکیبی رو تمرین ؛ ازاین(31) ممکن است به ویژه در بهبود شناختی مؤثر باشد یهوازی و مقاومت

و تغییرات  BDNFنقش مهمی در افزایش معنادار پروتئین  احتمالاًحاضر  کاررفته در مطالعۀبه

افزایش آمادگی ی در کنار بهبود عملکرد هواز، رویکرد تمرینیویژگی این  .داشته است بعدیسلولی 

تواند در پاسخ سازگارپذیر است و می رکتی انسان به میزان بسیاریرفتار ح. عضلانی است-اسکلتی

افزایش نورژنز و های حرکتی مختلف شامل تمرین مقاومتی و استقامتی تعدیل شود. به تجربه

سازی واحدهای حرکتی و قدرت ناشی از فعالآنژیوژنز ناشی از تمرینات هوازی در کنار پیشرفت 

اثرات د توانمی د ودهبخش مهمی از سازگاری مرتبط با این نوع تمرین را تشکیل می ،سازیمیلین

شده، همچنین رفتارهای حرکتی کسب .ددادن تمرینات مجزا ایجاد کنانجام مضاعفی در مقایسه با

طور مداوم در نحوی بهحرکتی به دهد تجربۀدارند که نشان می تداوم در غیاب تمرین مستمر

هیپوکمپ  DG ها در ناحیۀافزایش تعداد سلول همچنینشود. سیستم عصبی مرکزی رمزگذاری می

 مرتبط باشد ناشی از تمرین ورزشی روژنزوها و افزایش نتواند با تکثیر سلولستقیم میطور غیرمبه

روژنز در وثیر وابسته به شدت در بیان عوامل رشدی و نتأبر نوع فعالیت ورزشی، علاوه .(32)

ان، تمرینات با شدت های نوجوموش ای رویدر مطالعه .(33) مطالعات حیوانی گزارش شده است

 مقایسه با تمرین با شدت زیادتری در ثیر قویشد، تأتعیین  نوارگردان وسیلۀبه کم تا متوسط که با

های مسن وجود ویژه در آزمودنیبه شواهد متناقضی در این باره .(34) در مدت زمان یکسان داشتند

. ایجاد کرده است مغز براثرات منفی  اجباریترس ناشی از تمرینات شدید اسرسد نظر میبهاما  ،دارد

اند که کورتیکواسترون )هورمون استرسی در مطالعات حیوانی بسیاری نشان داده در این زمینه

استرس معتدل در پروتکل تمرین  .(35) دهدمیهیپوکمپ را کاهش  BDNF  جوندگان( سطوح

  شده منجر شده است.اثرات مثبت مشاهده به  احتمالاً حاضر ترکیبی

                                                           
1. Insulin-Like Growth Factor-1 
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غنی ممکن است فضای آزاد چالشی را برای حیوانات فراهم کند تا در فضایی  از سوی دیگر، محیط

یی ای صحراهپیش از بلوغ و نوجوانی، موش در دورۀ. (36)بازی مجهز فعالیت کنند  زمینمشابه با 

 رسدنظر میبهدهند. کردن اختصاص میروزی را به بازیساعت شبانه 24 تقریبا یک ساعت از چرخۀ

 .(37) دهدسوق می بیشتر ،رفتارهایی مانند بازیدادن حیوانات را به انجامتجربۀ لذت و سرگرمی 

های صحرایی نقش در موش کردنبازی هابراساس آن د کهرشدی وجود دارشواهد تجربی درحال

های آمیگدال و قشر فرونتال در موش BDNFکردن بیان بازیکند. ایفا می عصبی مهمی در توسعۀ

صورت در این مطالعه، حیوانات به فعال بازی کردنمنظور فراهمبه .(38) دهدایش مینوجوان را افز

و  با اشکال مختلف شامل توپ ییگروهی در قفس بزرگی قرار گرفتند و از تونل، الاکلنگ، اشیا

 یندهای توجه، حساتحریک فر موجب احتمالاًکه  های بالارونده استفاده شدحلقه مکعب و همچنین

 دادنگردان و نردبان برای انجامهمچنین چرخشده است. وی و رفتار اکتشافی حیوانات کنجکا

های فعالیت دادنبازی همراه با انجامرسد نظر میبه بدنی داوطلبانه در دسترس بودند.فعالیت

و تعداد  BDNFدر افزایش سطوح  ردان(گرفتن از نردبان( و هوازی )دویدن روی چرخمقاومتی )بالا

ضروری ء عنوان جزبدنی به فعالیت ثر بوده است.در هیپوکمپ مؤ CA1و  DGها در نواحی سلول

، تکثیر و بقای BDNFای گزارش شد که سطوح مطالعه در. معرفی شده است شدههای غنیمحیط

 که فعالیت ه استگردان افزایش داشت و پیشنهاد شدها تنها در محیط غنی همراه با چرخسلول

تحریکات  نقش حالبااین ؛(39) است روژنز هیپوکمپوو ن BDNFدر افزایش  مهمیبدنی عامل 

ها در تعداد سلول گرفت. جالب توجه است که در پژوهش حاضر توان نادیدهنمیرا شناختی حسی و 

 طور معناداری بیشترها بههای گروه غنی در مقایسه با سایر گروههیپوکمپ در موش CA1 ناحیۀ

ها در تعداد سلولرا  معناداری کرده در مقایسه با گروه کنترل تفاوتهای تمرین. همچنین موشبود

مدت هیپوکمپ در تقویت طولانی CA1 د با نقش ناحیۀتوانمی این یافته یه نشان ندادند.در این ناح

گیری حافظه ها و شکلعنوان یکی از سازوکارهای مهم سلولی در تقویت سیناپسد که بهمرتبط باش

مدت کارایی سیناپسی، سنتز منظور تثبیت تغییرات طولانی. مرحلۀ مهم بهمطرح شده است

CREBسازی عوامل رونویسی از قبیل دنبال فعالد یا بهموجو mRNAهای جدید از پروتئین
است  1

یرد. این امر تغییرات گرسانی کینازها صورت میپیام واسطۀسلولی بههای درونکه از طریق مکانیسم

دارد که  دنباله در سطح انشعابات دندریتی را بهجملموفورلوژیک موضعی در ارتباطات سیناپسی از

شدت در به BDNFجمله وروتروفیک ازشود. عوامل نثبیت تغییرات در کارایی سیناپسی می موجب

شده در محیط غنی طراحیرسد نظر میبه .(15)شوند بیان و ثبیت کارایی سیناپسی درگیر می

 و است حیوانات فراهم کرده های بدنی و یادگیریبرای بازی، فعالیترا هایی موقعیتحاضر  پژوهش

                                                           
1. Ca 2+ /Calmodulin-Dependent Protein Kinase II 
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های درمجموع بیشتر پژوهش شده است.منجر بر ساختار هیپوکمپ  ماندگار و اثرات مفید به

های ورزشی کودکی و نوجوانی با تمرکز بر فعالیت ه در زمینۀ ساختار و عملکرد مغز در دورۀشدانجام

دودی مرینات مقاومتی موجود است که تاحثیر تتأ طلاعات محدودی دربارۀ. ااندهوازی انجام شده

از باشد. مربوط کودکی  نبودن این نوع مداخلات در دورۀربارۀ ایمند به باور نادرستممکن است 

های فعالیت بدنی در دورههای انسانی و حیوانی، در نمونه شدهانجام سویی مطالعات محدود طولی

در  را عملکردهای شناختیبهبود اند و ی معرفی کردهترد محافظعنوان رویک ابتدایی زندگی را به

مولکولی -حال اطلاعات اندکی دربارۀ سازوکارهای سلولیاند؛ باایننشان دادههای بعدی زندگی دوره

و  پژوهش طولانی دلیل فراینددادن مطالعات انسانی طولی بهانجامکه ازآنجا .اثرگذار وجود دارد

های حیوانی پژوهش دادنانجام د،شو غیرعملی با های تهاجمی ممکن است دشوارروشبردن کاربه

در دورۀ رشدی  ثرکارگیری مداخلات مؤبه در این زمینه. دگشا باشراهند تواطولی در این زمینه می

مولکولی در ارتباط با -های بیشتر سلولی. با توجه به نتایج پژوهش حاضر، ارزیابیاهمیت دارد

ساختارهای مهم مغزی شامل روی های ورزشی هوازی و مقاومتی تمرینات ترکیبی شامل فعالیت

ترین انگیزه و دلیل شرکت کودکان . از سوی دیگر، با توجه به اینکه مهمشودهیپوکمپ پیشنهاد می

ممکن است مداخلۀ  جسمانی فعال هایبازی دادناست، انجام کردنتفریح های بدنیدر فعالیت

مغز در طول عمر باشد که کمتر به آن توجه شده و ارزیابی شده  تار و عملکردثری در بهبود ساخمؤ

 است.
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