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Aim: Folate, also known as Vitamin B9, is a water-soluble nutrient present in natural 

food sources. It plays a crucial role in DNA synthesis and repair, as well as in 

methylation reactions. Folic acid (FA) is the synthetic form of folate found in enriched 

foods and supplements. The effects of folate deficiency after birth have not been 

extensively studied. MicroRNAs (miRNAs) are a type of non-coding RNAs that play 

essential roles in regulating gene expression. In recent years, miRNAs have been 

associated with various aspects of brain development, including neurogenesis, neuronal 

migration, axon and dendrite formation, and synaptogenesis.  Additionally, altered 

expression and dysregulation of miRNAs have been linked to neurodevelopmental 

disorders. Methionine synthase (Mtr) is involved in amino acid metabolism and is 

responsible for converting the amino acid homocysteine to methionine. Mtr is crucial 

for brain development and is associated with myelin content. This project aimed to 

investigate the impact of maternal FA supplementation during pregnancy on the 

expression of mmu-miR-103-1-5p and Mtr in the cerebral cortex of mouse pups.  

Materials and Methods: A total of 45 pregnant mice were divided into three groups, 

with 15 mice in each group. The first and second groups received FA at doses of 2 and 

40 mg/kg of body weight daily by gavage throughout their entire pregnancy, 

respectively. The third group did not receive FA and served as the control. 

Subsequently, the cerebral cortex of the offspring was collected immediately after birth 

for the analysis of mmu-miR-103-1-5p and Mtr expression using real-time PCR. 

Statistical analysis was conducted using GraphPad Prism software. 

Results: In the FA-treated group, the expression of mmu-miR-103-1-5p at a dose of 2 

mg/kg body weight was 0.46±0.01, and at a dose of 40 mg/kg body weight, it was 

0.27±0.02, whereas in the control group, it was 1.0007±0.03. Statistical analysis 
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revealed a significant decrease in mmu-miR-103-1-5p expression at both the 2 mg/kg 

and 40 mg/kg doses compared to the controls (p<0.0001). Furthermore, there was a 

significant decrease in  mmu-miR-103-1-5p  expression between the FA-treated groups 

(p<0.0001). The expression level of Mtr in the cerebral cortex was also studied. In the 

FA-treated groups, the expression at a dose of 2 mg/kg body weight was 1.54±0.04, 

and at a dose of 40 mg/kg body weight, it was 0.20±0.01, compared to the control 

group, which was 1.0003±0.02. One-way variance analysis showed a significant 

increase in Mtr expression at the 2 mg/kg dose compared to the controls and a 

significant decrease at the 40 mg/kg dose compared to the controls (p<0.0001). 

Additionally, there was a significant decrease in Mtr expression between the FA-treated 

groups (p<0.0001). 

Conclusion: It is concluded that the standard dose of FA was found to reduce the 

expression of mmu-miR-103-1-5p and enhance the expression of Mtr when compared 

to the controls. However, an elevated dose of FA decreases the expression of both genes 

in comparison to the controls. Therefore, FA alters the expression of mmu-miR-103-1-

5p and Mtr, potentially impacting brain development, while excessive amounts may 

have an adverse effect. 
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در قشرمغز  Mtr و mmu-miR-103-1-5p اثرات تجويز اسیدفولیک مادر بر بیان

 موش   اننوزاد

  2فرهاد مشايخی   ،  1زهرا خوشکارچالکسرائی

 گروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه گیلان، رشت  ، کارشناسی ارشد 1

 زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه گیلان، رشت  استاد، گروه  2

 

 

 چکیده   واژگان کلیدی 

MicroRNAs  
 اسیدفولیک 

 آرسیتايم پیريل 

 لیمت-5 

- دروفولاتیتتراه

 نی ستئیهوموس

 ترانسفراز  لیمت

  پروژه   نیا  و تکثیر سلولی و تکوین مغز، در  DNAبا توجه به نقش مهم اسیدفولیک در سنتز و ترمیم    هدف: 

در قشر مغز نوزادان    Mtrو    mmu-miR-103-1-5p  انیبر ب  یدر دوران باردار  (FA) ک یفولدی اس  ریثات  یبررس  به

شدند.    میموش باردار به سه گروه با پانزده موش در هر گروه تقس  45در مجموع   روش:مواد و    موش بود.

گاواژ در    قیوزن بدن روزانه از طر  لوگرمیگرم بر ک  یلیم 40و    2  یبا دوزها  FA  بیترت  گروه اول و دوم به 

باردار دوران  سوم    افتیدر  یتمام  گروه  مغز    (.کنترل)  نکردند  افتیدر  FAکردند.  قشر    نوزادان متعاقبا، 

نتایج نشان داد   نتايج:  شد. یجمع آور Mtrو   mmu-miR-103-1-5p  انیب زیآنال یپس از تولد برا بلافاصله 

 وجود دارد.نسبت به گروه کنترل    40و    2  هایزدر دو  mmu-miR-103-1-5p  انیدر ب  یداریکاهش معن  که

ب  یداری معنکاهش    ،ضمنا .  مشاهده شد  FAبا    تیمارتحت  ی  هاگروه   نیب  mmu-miR-103-1-5p  انیدر 

  40در دوز    داری معن   کاهشو  کنترلنسبت به گروه    2در دوز    Mtr  ان ی در ب  یداریمعن  افزایشهمچنین  

  FAبا    تیمارتحت    یهاگروه   نیب  Mtr  انی در ب  یداری معنعلاوه کاهش  ه . بنسبت به گروه کنترل نشان داد

  سه یرا در مقا  Mtr  انیرا کاهش و ب  mmu-miR-103-1-5p  انیب  FA  طبیعیدوز  :  یریگجه ینت.  مشاهده شد

دهد.  ی کاهش م  کنترلگروه  با    سهیهر دو ژن را در مقا  انیب  FA  یدوز بالا  .دهدیم  شی افزا  کنترلبا گروه  

در نتیجه    AF  بیان  p5- 1 -301-Rim-umm  و  rtM  را تغییر  میدهد  و بهطور بالقوه بر رشد مغز تاثیر  می گذارد،  

 در حالی  که مقادیر  بیش  از حد ممکن است تاثیر  نامطلوبی  داشته باشد. 

 

 30/07/1403: افتي در خي تار

 18/10/1403:یبازنگر خي تار

 23/10/1403: رشي پذ خي تار

 مقدمه-1

است که در موش، از روز   ایدهیچیپ   ندی فرآ  ونیشود، نورولاسیآغاز م  (Neurulation)  ونیبا نورولاسدر پستانداران    مغزتکوین  

 لیها و تشکمهاجرت آن  ، نوروگلیاها و هانورون  دیتول  متعاقبا   .(1)شود  ی عصبی ایجاد میو درطی آن لولهشروع  ی  نیجن  5/8

  ی هایژگیاز و   یکی  (Myelination)  تشکیل میلین  ،(Synaptogenesis)  هاایجاد سیناپس. همراه با  ( 2)  دهدرخ می  ها   ناپسیس

شود و در دوره پس از یشروع م  نییپا  اریقبل از تولد در سطح بس  تشکیل میلینمغز پس از تولد است.    هیکننده رشد اول  نییتع

mailto:mashayekhi@guilan.ac.ir
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طوری که  مغز در  کنند، به. برای رشد و نمو صحیح مغز عوامل محیطی و ژنتیکی نقش مهمی ایفا می( 3)  ابد ی یم  عیتسرتولد  

 غیاب سیگنالهای ژنتیکی و  ورودیهای محیطی ضروری به طور طبیعی رشد نخواهد کرد  )4(.

شود از منابع  یشناخته م  زی ن  9B  ن یتامیعنوان وفولات که به  .کنندایفا می  ها ها نقش مهمی در بیان ژنغذایی شامل ویتامین  مواد

  یلازم برا یهامانند واکنش ونیلاسیمت ی هادر واکنشکرده و  عمل    لیمت  یدیحامل کل ک یعنوان بهو مشتق شده است  یی غذا

  ی بانیپشت  عیاز رشد سر  ر،ی در حال تکث  یهادر سلول  DNAفولات با فعال کردن سنتز    ن،یکند. بنابرایشرکت م   هادیسنتز نوکلئوت

کمبود    .( 6)  شوداطلاق میآن  طبیعی    فرمو فولات به    9Bویتامین  طورکلی اصطلاح اسیدفولیک به اشکال مصنوعی  به  . (5)  کند یم

رژ  کیفولدیاس افزا  ییغذا  میدر  به  به   نیستئ ی سطح هموس  شیکه منجر  متی ونین  خون  دلیل  تبدیل  ناکافی  هموسی ستئین  به 

میشود، منجر  به کاهش تعداد  سلول های  پ یشساز عصبی  در حال تکثیر  شده  و بر نوروژنز تاثیر  میگذارد  و باعث نقضهای 

لوله ی عصبی  )sDTN  = stcefed ebut larueN(   میشود  )7( . فراوان ترین  گونه فولات در گردش،  5 -متیل  تتراهیدروفولات  است  

که برای  سنتز متیونین  از هموسی ستئین  از طریق  آنزیم  متیونین سنتاز  استفاده  م یشود.  سلولهای مغزی فقط از طریق  آنزیم 

متیونین سنتاز میتوانند هموسیستئین را به متیونین تبدیل کنند )8(. علاوه بر عوامل محیطی بیان ژنها هم برای رشد طبیعی  

را برای ساخت آنزیمی  است که    (esahtnys eninoihteM  rtM =)سنتاز  متیونین  ژنهای مهم،  یکی از ژن  مغز ضروری هستند.

گروه و انتقال یک    ها نقش دارد سازنده پروتئینهای  واحد. این آنزیم در پردازش آمینواسیدها،  نقش داردسنتاز  نام متیونینبه

میکند  )9(.   تولید  متیونین  و  تتراهیدروفولات  و  میکند  کاتالیز  را  هموسیستئین  به  تتراهیدروفولات  از  5-متیل  متیل 

مهارمتیونین سنتاز بهعنوان واسطه چرخه متیونین و فولات باعث مهار متیلترنسفرازها شده و درنتیجه هیپومتیلاسیون    ANDرا  

لازم است،    تولد را که برای زندگی پس از  سیستم عصبی مرکزی    عملکردهای حیاتیAND    هیپومتیلاسیون.  (01)به همراه دارد  

 . (11) کند می مختل

های    RNAها،    miRNAها دارند.  ها نقش مهمی در تنظیم بیان ژن  miRNA، عوامل دیگری نظیرDNAعلاوه بر متیلاسیون

شود  یم  ی نیب  ش یپ کنند.  تنظیم می  mRNAها را با جفت شدن به  نوکلئوتیدی هستند که پس از رونویسی بیان ژن  22غیرکننده  

   miRNA.  (12)  کند می  میهدف را تنظ ژن  تا صدها    miRNAها باشند و هر    miRNAها اهداف    mRNAاز همه    یمیاز ن  شیکه ب

طوریکه  در تمایز  سلولهای پیشساز  عصبی  و سلولهای   بنیادی کنند بهنقش مهمی ایفا میمغز    ی عصب  ت یدر رشد و فعالها  

عصبی مغز نقش مهمی دارند   )13(. روابط دو جهته ای بین وضعیت فولات و پروفایلهای ANRim  وجود دارد، فولات میتوانند  

وضعیت  ANRim  را از طریق تنظیم بیان ژن تغییر دهند که ممکن است از طریق نقش فولات بهعنوان منبع گروههای متیل  

برای متیلاسیون  AND  یا مکانیسمهای دیگر رخ دهد.  ANRim   بهنوبه خود میتواند بیان ژنها   یا  آنزیمهای دخیل در مسیر 

-umm  متابولیسم کربن وابسته به فولات،  تغییر دهد  )14(.   هدف از این پژوهش بررسی اثرات تجویز اسیدفولیک مادر بر بیان

 p5-1 -301-Rim و rtM در  قشر مغز نوزادان موش است.

 مواد و روش  -2

  tissueatlas2  وmirdb  (https://mirdb.org  )اطلاعات علمی    هایاز پایگاه  Mtrو    5p -1-103-miR-mmuبیانجهت اطمینان از  

(saarland.de/tissueatlas2-web.cs.uni-https://ccb )(2و  1 )شکل استفاده شد . 

  

https://mirdb.org/
https://ccb-web.cs.uni-saarland.de/tissueatlas2
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 شود.های گوناگون از جمله مغز بیان میدر بافت mmu-miR-103-1-5pدهد که نشان می tissueatlas2های پایگاه : داده 1شکل

 

 

 

 

 

 

 

 است.  mmu-miR-103-1-5pهای هدف یکی از ژن  Mtr نشان می دهد که ژن  mirdb های پایگاه داده  :2شکل

 

های  سوری نژاد  BALB/c  از پژوهشکده شمال انستیتو پاستور ایران واقع در شهر آمل تهیه و در اتاق موش: روش تهیه نمونه

حیوانات دانشکده علوم دانشگاه گیلان نگهداری شد. در طی این دوره، غذای مخصوص موش از شرکت دام و طیور پارس واقع  

در تهران خریداری و در اختیار موش ها قرار  داده  شد. چرخه های شبانه روزی به صورت  12ساعت روز و  12ساعت شب تنظیم 

شد.  برای بهدست آوردن نوزادان، موشهای نر و ماده بهمدت  10  ساعت در طول شب در یک قفس قرار داده شدند. صبح روز  

بعد، موشهای ماده از نظر وجود یا عدم وجود درپوش واژنی  )Vaginal plug(  مورد   بررسی قرار گرفتند. وجود درپوش واژنی  

نشان دهنده  جفت گیری است. موش ها به سه گروه  15  تایی تقسیم شدند. از روز نخست بارداری به طور روزانه، به گروه اول  

مقدار  2  میلیگرم بر کیلوگرم وزن بدن اسیدفولیک  )دوز طبیعی(، به گروه دوم  40  میلیگرم بر کیلوگرم اسیدفولیک )دوز بالا(  

و به گروه سوم بهعنوان گروه کنترل تحت هیچگونه تیماری قرار نگرفتند. به طور متوسط 45 نوزاد از هر گروه جمعآوری شدند 
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از استخراج بافت قشر مغز آن ها جهت بررسی بیان  Mtr  و  miR-1-5p  با  Real time PCR  مورد  از نمونه های حاصل  و  20  تا 

 استفاده  قرار گرفتند.

ا . تمامی مراحل انجام شده، طبق آیین نامه  شده است  تیرعا  یشگاه یآزما  واناتیکار با ح  یاخلاق  نیمواز  هیپژوهش کل  نیدر 

 د. شانجام  IR.GUILAN.REC.1403.027اخلاق پزشکی دانشگاه گیلان با شناسه کدهای زیستاخلاق در پژوهش

 مراحل بررسی بیان ژن

وسیله تیغ در هاون قطعه قطعه کرده تا بهصورت ماده گرم بافت مغز را بهمیلی  5±60:  از بافت مغز  RNAروش استخراج  

 همگن دربیاید. 

میکرولیتر ترایزول سرد   1000 میکرولیتر ریخته شد. سپس    5/1 آوری و در یک میکروتیوبکمک تیغ اسکالپل جمعبافت به (1

 مدت 15 دقیقه در ظرف حاوی یخ انکوبه شد.به میکروتیوب افزوده شد. میکروتیوب حاوی نمونه به

دقیقه نمونه روی   15ثانیه تکان داده، سپس برای    20میکرولیتر کلروفرم سرد به میکروتیوب افزوده و    200  پس از آن مقدار (2

 یخ قرار گرفت. 

مدت  15  دقیقه توسط سانتریفیوژ یخچال دار در دمای  4  درجه  و پروتئین، نمونه بلافاصله به  DNAاز    RNAبرای جداسازی   (3

سانتیگراد، با دورmpr    00021  سانتریفیوژ شد. محلول  3  فازی حاصل شده، بهترتیب شامل: فاز رویی  RNA ، فاز سفید 

 رنگ DNA و پروتئین و فاز رنگی فنولی ) ترایزول و کلروفرم( است.

کمک سمپلر حجم  500-200 میکرولیتر از فاز رویی جدا و به میکروتیوب جدید منتقل شد. سپس هم حجم فاز رویی  به  (4

 کشیده شده، ایزوپروپانول سرد به آن اضافه و 30 دقیقه در دمای 20- درجه سانتیگراد انکوبه شد.

مدت  15  دقیقه با دور  mpr  12000  در دمای   4   درجه سانتیگراد در سانتریفیوژ یخچال دار قرار  میکروتیوب حاوی نمونه به  (5

 گرفت و ایزوپروپانول بیرون ریخته شد و فقط رسوب RNA  در انتهای میکروتیوب باقی ماند.

مدت  15  دقیقه در دمای  4   درجه سانتیگراد با دور  mpr  سرد به میکروتیوب افزوده و به  درصد  75میکرولیتر الکل    1000 (6

7500  سانتریفیوژ  شد. پس از آن مایع رویی حاوی اتانول بیرون ریخته شد و فقط رسوب سفید رنگ  RNA  در انتهای 

میکروتیوب باقی ماند. در ادامه میکروتیوب های حاوی رسوب بهمدت  10  الی  15  دقیقه زیر هود بهصورت وارونه قرارداده  

 DEPC  شد تا الکل باقیمانده تبخیر  شود. سپس با توجه  به مقدار رسوب داخل میکروتیوب حجم  50-20  میکرولیتر  آب

سرد به میکروتیوب اضافه شد. در نهایت برای نگهداری  RNA   استخراج شده، میکروتیوب حاوی نمونه به فریزر   70-   درجه  

 سانتیگراد منتقل شد.

 

 استخراج شده   RNAبررسی کمّی و کیفی  

 استخراج شده به طریقه زیر ارزیابی شد:  RNAکیفیت و کمیت 

مورد بررسی قرار گرفت.     NanoDrop Spectrophotometer Blue-Ray EZ1000، به کمک دستگاه  RNAالف( سطح کمیّ غلظت  

 کمک آب DEPC  کالیبره شد.ابتدا دستگاه به

استخراج شده را    RNAنانومتر، خلوص    280/260 میکرولیتر از آن روی شناساگر دستگاه بارگذاری شد. نسبت جذب نوری3 

جاییکه پروتئینها در  280   نانومتر جذب میشوند، کمتر از نانومتر است. از آن  8/1-2/2نشان داد. بهترین حالت در محدوده  
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این مقدار نشان دهنده آلودگی  RNA  استخراج شده با پروتئین میباشد. همچنین بهترین مقدار جذب نوری  260/230  نانومتر  

 حدود 2 یا بالاتر میباشد و مقدار کمتر از آن نشان دهنده آلودگی نمونه با نمکها و ترکیبات فنولدار است.

گرم   744/0باز،  (Tris) گرم تریس 8/10ها بر روی ژل الکتروفورز بررسی شد. ابتدا ب( جهت تایید نتایج نانودراپ، کیفیت نمونه 

EDTA    اسیدگرم بوریک  5/5و  (Boric acid)  لیتر رسانده شد. برای میلی  1000وسیله آب مقطر به حجم  هتوسط ترازو وزن و ب

 تهیه ژل 0/37 گرم آگارز و 25 میلیلیتر بافر TBE درون بشر ریخته و مخلوط شد. 

اضافه شد. پس از گذشت حدود    Safe stainمیکرولیتر    25/0 گراد منتقل ودرجه سانتی  180بشر به ماکروویو با درجه حرارت  

  bp  100  (Ladder)  میکرولیتر مارکر  3درصد آماده و شانه به درون تانک الکتروفورز منتقل شد. مقدار    5/1دقیقه، ژل آگارز    20

داخل چاهک اول و  5   میکرولیتر نمونهی  RNA  با  1میکرولیتر رنگ  Loading Dye  مخلوط  شده و بهدرون چاهکهای بعدی  به

 ریخته شد. در ادامه دستگاه بهمدت 50 دقیقه با ولتاژ 90 ولت روشن شد.

 دلیل ناپایدار بودن رشته  RNA  و امکان تخریب آن در طول آزمایش، پس از استخراج، به  cDNA  تبدیل میشود.به  : Cdna  سنتز

مورد نیاز با توجه به میزان غلظتی که نانودراپ نشان داده بود، تعیین شد سپس    RNA، ابتدا مقدار  cDNA برای انجام سنتز 

محاسبه شده به میکروتیوب    RNAانجام شد. مقدار    cDNAی کیت سنتز  مطابق با پروتکل پیشنهادی شرکت سازنده  cDNAسنتز

د )با توجه به پروتکل شرکت، محتویات میکروتیوب به  شمیکرولیتر اضافه شد و سپس مقدار لازم از میکس به نمونه اضافه    2/0

داری  انکوبه شد. در نهایت جهت نگه  PCR میکرولیتر رسانیده شد(. سپس میکروتیوب طبق برنامه درون دستگاه    20حجم نهایی  

طولانی مدت،  ANDc   سنتز شده به فریزر  20-  درجه سانتیگراد منتقل شد. جهت صحت انجام تست  RCP   و نیز نرمالسازی 

 کردن بیان ژنها، از ژن کنترل داخلی HDPAG  و  6Uبه ترتیب برای rtM و  p5 - 1-301-Rim-umm استفاده شد. 

منظور استفاده از رسوب پرایمرهای سنتز شده، ابتدا رقیق سازی اولیه و سپس رقیق سازی به:  و انواع آن  ها رقیق سازی پرايمر

های حاوی پرایمر، طبق دستورالعمل شرکت سنتز کننده، میزان مشخصی آب مقطر ثانویه صورت گرفت. در ادامه درون استوک 

مدت 24 ساعت نگهداری شد. هر بار قبل از استفاده از  گراد بهدرجه سانتی -20تزریقی استریل به آرامی افزوده. سپس در فریزر

پرایمرها، ابتدا استوکهای حاوی پرایمر پس از قرار گرفتن در دمای اتاق به نسبت  1   )پرایمر( به  91  )آب( تحت رقیق سازی 

 ثانویه قرار گرفتند. 

متصل    DNAشود که به  ، از گزارشگرهای فلورسنت استفاده میReal Time PCRدر  :  Real Time PCRبررسی بیان ژن توسط  

 که DNA  تکثیر میشود، مقدار فلورسانس افزایش مییابد. شده و هنگامی

پیشنهاد شده توسط شرکت سازنده   پروتکل  به  به    Real Time PCRبا    ، میکس مرتبطSYBR Greenبا توجه  ساخته شد و 

صورت دو تکرار به درون استریپ انتقال یافت و برای هر نمونه  د. به جهت اطمینان از صحت نتایج، هر نمونه به شاستریپ اضافه  

بهعنوان کنترل منفی  )CTN  = lortnoC etalpmeT oN(  در نظر گرفته شد؛ زیرا انتظار میرود در نمونه  CTN  بهدلیل عدم وجود  

ANDc، نتیجه منفی گزارش شود. در انتها استریپهای حاوی نمونه به دستگاه RCP emiT laeR انتقال داده شد. تعیین دمای  

اتصال در دستگاه  RCP emiT laeR بر اساس نتایج حاصل از RCP tneidarG ، برای rtM  و  p 5-1 -301-Rim-umm، بهترتیب 60 

و  57  درجه سانتیگراد  در نظر گرفته شد. جزئیات برنامه دستگاه  RCP emiT laeR  با توجه به پروتکل  neerG RBYS  شرکت 

 زیست ویرایش به دستگاه داده شد.
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 آنالیز آماری  -3

گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسیدفولیک میلی  40و    2در دو گروه تیمار شده با دوزهای     mmu-miR-103-1-5pو  Mtr بیان نسبی ژن  

د و سپس ش  Excelوارد نرم افزار    Real Time PCRهای حاصل از  د. برای این کار ابتدا دادهشو کنترل نسبت به هم مقایسه  

 دست آمد.های دو گروه مورد مطالعه به، بیان نسبی ژنCtΔΔ-(Fold change)2و   Ct   ،∆∆Ct∆طبق فرمول 

ΔCt = Ct )ژن مورد نظر(  – Ct )ژن کنترل داخلی( 

ΔΔCt = ΔCt – ΔCt (گروه کنترل نیانگیم)  

Fold change = 2-ΔΔCt 

 Foldد و برای بررسی معنادار بودن تغییرات،  شرسم    GraPhpad Prismها به کمک نرم افزار  در نهایت نمودار تغییر بیان ژن 

change    ها  د و تحت آزمون هایی از قبیل آزمون نرمال بودن دادهشوارد نرم افزار(Normality Tests ) طرفه  آنالیز واریانس یک و

 )AVONA yaw-eno( قرار گرفت.

 آنالیز بیوانفورماتیک 

 Protein-Protein interactive network)) نی پروتئ- نیپروتئ  یساخت شبکه تعامل  الف(

 Functional)  سازی کارکردیشد و غنی  ترسیم  9/0  بالای(  Interactor Score)کنشهمبا امتیاز بر Mtr پروتئین مرتبط با 32  شبکه

Enrichment)   ترین فرایندهای زیستیرای یافتن مرتبطب  (GO Biological Process)، مولکولی  کارکردهای  (GO Molecular 

Function)، ساختارهای سلولی (GO Cellular Component) و مسیرهایKEGG   شد انجام . 

 Mtr ی موثر به عملکردها   miRNA  يیشناسا  ب(

   ، TargetScan ، شامل:داده مختلف گاهیاز چهار پا  گذارند،یم  ریثاتMtr که بر  یاشدهینیبشی پ   یها  miRNA ییشناسا یبرا

miRDB، NPInter   وRNAInter  .هایی  بودیم  که در بین هر 4  پای گاه داده مشترک بودند.  ما به استفاده شد  miRNA دنبال

پ یوند تنظیمی بین ANRim  و ANRm  برای ساخت شبکه تنظیمی  ANRm-ANRim استفاده شد. ای ن شبکه با استفاده از  

   BDRim از پایگاه داده p5- 1-301-Rim-umm نسخه 2.9.3( رسم شد.  همچنین تمامی ژنهای هدف( epacsotyC نرمافزار

 شناسایی و بهکمک نرمافزار Cytoscape ترسیم شدند.

 نتايج - 5

    Total RNA    و کیفی  بررسی کمینتايج حاصل از 

نتایج اساس  نانودراپ  بر  نمون  ،دستگاه  اکثر  بازهه غلظت  در  میکرولیتر  900تا  600  یها  بر  طول   نانوگرم  در  جذب  های  موجو 

منظور  به  آن  از  . بعدقرار داشت  2  تا   8/1ی  باشد در بازهودگی و کیفیت میلعدم آ که شاخصی جهت بررسی خلوص،  280/260

8s  82   و  s، 81  sهای   استخراجی،  ژل  آگارز  با  دستگاه   الکتروفورز  بررسی شد   و   باندهای ANR  مشاهده  /بررسی  کیفیت   sANRr 5

 گردید  که نشان دهنده  کیفیت خوب ANR ها  میباشد )شکل3(.
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 کل RNAهای سمت راست نشان دهنده و ستون bp 100. اولین ستون از سمت چپ نشان دهنده مارکراستخراج شده  RNAدرصد از  1/ 5: ژل آگارز  3شکل

 .bp 100: مارکرLDدر تصویر نشان داده شده است.  s8/5و   s18 ،s 28استخراج شده است. سه باند 

 

 درقشر مغز نوزادان تیمار شده با اسیدفولیک و گروه کنترل mmu-miR-103-1-5p نتايج بیان

د  ش  رسم  گراددرجه سانتی  57در دمای  u6   وmmu-miR-103-1-5p برای    ذوب، نمودار  miRNAبا توجه به شیب دمایی پرایمر

 (.  4)شکل

 

 

 

 

در تصویر بالا دما روی محور افقی، فلورسانس روی محور عمودی راست و تغییرات فلورسانس به دما .   U6و mmu-miR-103-1-5p : نمودار ذوب مربوط به4شکل

 در یک مکان نشان داده شدند mmu-miR-103-1-5p های مختلفهای مربوط به نمونهتمام قلهروی محور عمودی چپ نشان داده شده است. 

 

و در گروه   46/0    ±  01/0 گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسیدفولیک، برابر بامیلی 2تیماردر گروه    mmu-miR-103-1-5pمیزان بیان  

 1/ 0007 ±  03/0  بود که در مقایسه با گروه کنترل  27/0  ±  02/0  گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسیدفولیک برابرمیلی  40تیمار  

نسبت به گروه    2کاهش معناداری در گروه تیمار دوز    mmu-miR-103-1-5pطرفه نشان داد که بیان  است. بررسی واریانس یک

نسبت به گروه    2و همچنین گروه تیمار دوز    > p)  0001/0نسبت به گروه کنترل )  40و گروه تیمار دوز  > p)   0001/0)کنترل  

 (.5)شکل > p) 0001/0وجود دارد ) 40تیمار دوز 

 

 



 10 در قشرمغز نوزاد موش   Mtr و  mmu-miR-103-1-5p اثرات تجويز اسیدفولیک مادر بر بیان
 

 1/ شماره 1/ دوره  16/ جلد 1404سلول و بافت/ بهار 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

نشان     **** وگروه کنترل.  گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسیدفولیکمیلی  40و    2سه گروه تیمار    در  mmu-miR-103-1-5p  بیان نسبی: میزان  5شکل

گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسیدفولیک  میلی  2گروه تیمار دوز    : Treated (2mg/kg): گروه کنترل،Controlها است.    گروه  بین  معنادار  تفاوت  دهنده

،:Treated (40mg/kg)     میزان بیان    گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسیدفولیک.میلی 40گروه تیمار دوزmmu-miR-103-1-5p   2  در گروه تیمار  

در مقایسه با گروه   27/0±02/0گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسیدفولیک   میلی40و در گروه تیمار  46/0±01/0گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسیدفولیک،  میلی

 .> p) 0/ 0001 یکدیگر وجود دارد ) است، کاهش معناداری بین هر دو گروه تیمار نسبت به گروه کنترل و دو گروه تیمار با  0007/1±03/0کنترل 

 

 درقشر مغز نوزادان تیمار شده با اسیدفولیک و گروه کنترل  Mtr نتايج بیان

 (.  6گردید )شکل گراد رسمدرجه سانتی 60باتوجه به شیب دمایی پرایمرها در دمای  GAPDH با  و Mtr برای ذوب نمودار

 

 

 

 

 

در تصویر بالا دما روی محور افقی، فلورسانس روی محور عمودی راست و تغییرات  Mtr.  وGAPDH   مختلفهای  نمونه  : نمودار ذوب مربوط به6شکل

 فلورسانس به دما روی محور عمودی چپ نشان داده شده است.

 

گرم بر  میلی  40و گروه تیمار  54/1  ±  04/0  گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسیدفولیک برابر بامیلی  2  در گروه تیمار  Mtrمیزان بیان  

  طرفه است. بررسی واریانس یک  0003/1  ±  02/0  در مقایسه با گروه کنترل  20/0  ±  01/0  کیلوگرم وزن بدن اسیدفولیک برابر با 

نسبت به گروه کنترل   40معنادارای بین گروه تیمار دوز   کاهشنسبت به گروه کنترل و    2معناداری بین گروه تیمار دوز    افزایش
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  وجود دارد   40در مقایسه با گروه تیمار دوز    2گروه تیمار دوز  Mtr   . همچنین کاهش معناداری بین بیان> p)  0001/0)  نشان داد

(0001/0 (p < (. 7)شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  معنادار   تفاوت  نشان دهنده   **** وگروه کنترل.  گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسیدفولیک میلی  40و    2سه گروه تیمار    در   Mtr  بیان نسبی: میزان  7شکل

 Treated (40mg/kg)گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسیدفولیک،میلی  2: گروه تیمار دوز  Treated (2mg/kg): گروه کنترل،  Controlها است.  گروه  بین

   54/1±04/0گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسیدفولیک،  میلی  2تیمار    در گروه  Mtrمیزان بیان    گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسیدفولیک.میلی  40: گروه تیمار دوز

افزایش معناداری بین گروه  است.    0003/1±02/0در مقایسه با گروه کنترل،    20/0±01/0گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسیدفولیک،   میلی  40گروه تیمار  و  

. همچنین کاهش معناداری    > p)  0001/0)  نسبت به گروه کنترل دیده شد  40نسبت به گروه کنترل و کاهش معنادارای بین گروه تیمار دوز    2تیمار دوز  

 . > p)  0001/0) وجود دارد 40در مقایسه با گروه تیمار دوز 2بین بیان گروه تیمار دوز 

 

 پروتئین - نتايج حاصل از بر همکنش پروتئین  

از غنی تعداد نتایج حاصل  بیانگر  پروتئین  هر  با  .rtM  اندازه  مرتبط  زیستی  فرایندهای  ترین  مرتبط  یافتن  و  سازی کارگردی 

نادرست  کشف  مقدار  نرخ  نظر  از  نخست  غنیسازی  هشت  بیانگر  پروتئین  هر  دور  رنگهای  و  شبکه  در  آن  برهمکنشهای 

در  نقش کلیدی  دارد که  یا  rtM  قرار  متیونین سنتاز  پروتئین  این شبکه  )FalseDiscovery Rate=FRD(  میباشد. در مرکز 

مسیرهای متابولیکی و متیلاسیون ایفا میکند. پروتئینهای مرتبط با  Mtr  مانند  Bhmt  ،Shmt  ،Mthfr  و بقیه در این شبکه دیده  

داده شد  )شکل8( .   اسیدفولیک  نشان  متابولیسم  یا  متیلاسیون  با  مرتبط  متابولیکی  مسیرهای  یا  پروتئینی  تعاملات  میشود. 

 همچنین جزئیات دادههای حاصل در جدول1 قابل مشاهده میباشد.
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سازی  عملکردی  ژنهای  انتخاب شده.  برای  هر فرآیند  ب یولوژی ک  ی ک  رنگ اختصاص داده شده است.  هر دایره نمایانگر یک یغن  لیو تحل  هیتجز:  8شکل

 پروتئین و خطوط بین آنها بیانگر ارتباطات بین آنها است.

 

 .8جزئیات فرآیندهای بیولوژیک نشان داده شده در شکل: 1جدول

 

 FDR value عملکرد بیولوژيکی  رنگ اهپايگاه داده

GO Biological Process    1.29 متابولیسم آمینواسید سلولیE-34 

KEGG Pathways   7.52 متابولیسم سیستئین و متیونینE-33 

GO Biological Process    4.80 متابولیسم اسید کربوکسیلیکE-31 

GO Biological Process   4.80 های کوچک متابولیسم مولکولE-31 

KEGG Pathways    1.67 ایجاد مخزن فولات برای واکنش یک کربنE-30 

GO Biological Process    2.39 متابولیسم آلفا امینواسیدهاE-29 

GO Biological Process    7.08 متابولیسم یک کربنE-28 

KEGG Pathways    1.57 مسیرهای متابولیسمیE-27 

 

 

 miRNA- نتايج برهمکنش پروتئین

از   نتایج  حاصل  اساس  پابر  اثر    یی هاmiRNA ،  (RNAInterو    TargetScan  ،NPInter  ،miRDB)داده مختلف    گاهیچهار  که 

طور مشترک  به miRNA  31در مجموع  کشیده شدند.  ریبه تصو Cytoscape افزارنرمدر   و شناسایی  دارند Mtr بیان  بر یمیتنظ

در همه پایگاههای  داده پ یش  بین ی  شده  است. ارتباط ژن هدف با  ANRim  های مختلف از جمله  p5- 1-301-rim-umm  مورد  

 مطالعه در این تحقیق نشان داده شده است )شکل9(. 
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نشان دهنده یک  miRNA-شبکه تعاملی پروتئین:  9شکل   mmu-miR-103-1-5pدهنده  رنگ  گره صورتی نشان    .است  miRNA. هر مستطیل 

 . است

 

ترسیم    Cytoscapeافزار  شناسایی و به کمک نرم  miRDBکه از پایگاه داده    mmu-miR-103-1-5pهای هدف  همچنین تمامی ژن

های مربوط به رشد مغز یا فرآیند های دیگر  در مسیرهای مختلف سلولی و بیان ژنmmu-miR-103-1-5p نقش تنظیمیشدند.  

 (.10است. شدت هر رنگ از زرد تا قرمز نشان دهنده میزان اهمیت و نقش هر  ژن و در نهایت پروتئین در تکوین مغز است )شکل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

های  در مسیر های مختلف سلولی و بیان ژنmmu-miR-103-1-5p . این شبکه نشان دهنده نقش تنظیمی-miRNAپروتئینشبکه تعاملی    :10شکل

مربوط به رشد مغز یا فرآیند های دیگر است. شدت هر رنگ از زرد تا قرمز نشان دهنده میزان اهمیت و نقش هر  ژن و در نهایت پروتئین در تکوین مغز  

 است.
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 بحث- 5

باشد. این ویتامین طی  مغذی ضروری است که مانند سایر اعضای خانواده خود محلول در آب مییک ریز  9Bفولات یا ویتامین  

های حیاتی از جمله سنتز  سری از فرآیندچرخه متابولیسمی خود در بدن موجودات زنده با شرکت در واکنش یک کربن به یک

.  (15)کند  کمک می  DNAو متیلاسیون    DNAاستفاده در ساختار  متیونین، کاهش سطح هموسیستئین، ساخت بازهای آلی مورد

گیری لوله عصبی است که نبود مقدار کافی فولات در رژیم  ترین اتفاقات شکل داران یکی از مهم در طول تشکیل مغز در مهره

و     هم متصلسنتاز چرخه متیونین و فولات را به   عملکرد متیونین.  (16)تواند بر این فرآیند تاثیر بگذارد  غذایی مادر باردار می

ها،  کند که بر فرآیندهای مهم سلولی مانند آنابولیسم، رشد و سنتز پروتئینه مهم در متابولیسم اولیه تبدیل میوآن را به یک گر

گیری  ها و در نهایت شکلژن یکی دیگر از عوامل موثر در بیان صحیح . (17) گذاردثیر میاها، نوکلئوتیدها و لیپیدها ت پلی آمین

. (18)  ها اثر مهاری و یا گاهی تحریکی داشته باشندتوانند در اکثر موارد روی بیان ژنهستند که می  miRNAای  مغز دسته

 ها انجام شده است: مطالعات متعددی در خصوص اثر اسیدفولیک بر بیان ژن

و کاهش    DAB1باعث افزایش بیان    کیدفولیاس، نشان دادند که تزریق داخل جنینی  (19) و همکاران Heydari ای  در مطالعه

gga-miR-182-5p  ای دیگرشود. در مطالعهدر قشر مغز جنین جوجه در حال رشد می Razeghi   نشان دادند که (20)و همکاران 

و  Yan . همچنینشودیدر قشر مغز جوجه در حال رشد م  gga-miR-190a-3p  انی و کاهش ب  BDNF  شیباعث افزا  کیدفولیاس

 30روزه و نوزادان  5/17های  برابر بیشتر از سطح توصیه شده در جنین  5فولیک با غلظت  با بررسی اثرات اسید  (21)همکاران  

روزه موش    30روزه و نوزاد    5/17روزه موش نشان دادند افزایش دوز اسیدفولیک باعث تغییرات رونویسی در قشر مغز جنین  

مادر باعث    کیفولدیکمبود اسهای صحرایی انجام دادند؛ دریافتند  با مطالعاتی که بر روی موش.  (22)و همکاران     Liشود.می

را   Bcl-2  ژن  بیان  مادر،   ک یفولدیکمبود اسو    در فرزندان شد  مغز  و قشر  پوکامپ یدر ه  یعصب  هایسلول  یسآپوپتوز  شیافزا

را در دو   12Bو ویتامین  کیدفولیاس و همکاران تاثیر  Mahajan همچنین .داد شیافزا 34a-microRNA و Bax بیان ژن کاهش و

مدت چهار هفته با دو ویتامین B9  و B12 تغذیه شدند و نسل دوم  بودند که بهها بررسی کردند. نسل اول مادرانی نسل از موش

زادههای این نسل بودند که بهمدت شش هفته رژیم غذایی شامل همان دو ویتامین را پس از آن که از شیر گرفته شدند تجربه 

کردند. نتایج نشان داد که میزان بیان  Rim-122  و  Rim-384  در هر دو نسل افزایش یافت.  Henzel  و همکاران  )23(  نشان  دادند  

که،  اختلال در رشد جنین،  از دست دادن جنین  و تاخیر  در رشد جنینی  موشها میتواند   ناشی  از مصرف دوز بالای   اسیدفولیک  

در غذای  مادر در طول بارداری  باشد.  همچنین  وضعیت فولات مادر در موشها بر متیلاسیون  DNA  و بیان ژن در نیمکرههای  

مغزی فرزندان تاثیر  میگذارد  )24 (.  Partearroyo    و همکاران  با بررسی دوزهای0،  8،    40  و  2  )گروه شاهد( میلیگرم بر کیلوگرم  

با  اصلاحشده  غذایی  رژیم  از  که  رشدی  حال  در  موشهای  دریافتند  که  صحرایی  موشهای  روی  بر  اسیدفولیک  بدن  وزن 

اسیدفولیک  تغذیه میشوند، شامل رژیمهای غذایی کممصرف و مکمل، خطر اختلال در کورتیکوژنز مخچه را افزایش میدهند 

)25(.  همچنین  Liu  و همکاران  )26(،  دریافتند   کمبود اسیدفولیک میتواند تجمع  آمیلوئید بتا   را در مغز موش  افزایش  دهد و  

ای دیگر  Barua  و . در مطالعهرا کاهش دهد   هستند  های مرتبط با آمیلوئید  miRNAکه    miR-339-5pبیان  miR -200b-3p  و  

همکاران  )27(، با بررسی دوزهای  2  و  20   میلیگرم بر کیلوگرم وزن بدن اسیدفولیک در موش دریافتند که اسیدفولیک اضافی 

در طول بارداری میتواند متیلاسیون DNA و بیان ژنهایی مثل 4a6clS را در مخچه فرزندان تغییر داده و لذا باعث تغییر بیان  

 این ژن ها میشود. 

   در طول بارداری بیان  کی دفولیاسانجام دادند، نشان داده شد که افزایش مصرف    (28)  همکاران  و  Baruaدر طی مطالعاتی که  

تغییر میژن  نوزادان  مغزی  نیمکره  در  را  ژنها  بیان  کاهش  باعث  و  بیان    Vgll2،Zfp353   ،Htr4  ،Cpn2های  دهد  افزایش  و 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Heydari+B&cauthor_id=37814386
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شود. بنابراین باتوجه به اهمیت ویژه اسیدفولیک در تکوین مغز، ممکن می Xist و   Slcl7a7   ،Nfix  ،Leprel1 ،Nkx6-3هایژن 

که نوشیدن مزمن الکل سطح فولات را کاهش و    ه شدشان داددیگر ن  ای  است در مقادیر بالا اثر منفی داشته باشد. در مطالعه

  و  (S-Adenosyl methionine = SAM)آدنوزیل متیونین  -اس در نتیجه باعث کاهش متیونین وکند،  سنتاز را مهار میمتیونین 

آدنو و  هوموسیستئی زافزایش همزمان هموسیستئین  متیل   SAH .شودمی  (S-adenosylhomocysteine = SAH) نیل  بیشتر 

  DNA   ن کند و در نهایت منجر به هیپومتیلاسیورا مهار می( DNMTstransferases = -DNA methyl)ی دی ان ای  ترانسفرازها

به    کیفولد یبا اس  ییمواد غذا  یسازیاز زمان غن  یبروز نقص لوله عصبکه،  ه شد  نشان داد   در مطالعه ای دیگر .  (10)  دشومی

  ی جوندگان، اثرات نامطلوب  یشده برا  هیمصرف توص  زانیشتر از میبرابر ب  20یحاو  یی غذا  میاست. رژ  افتهیکاهش    یطور قابل توجه

 .(29) داشت 5/41و  5/01 ینیجن یموش در روزها نیبر رشد جن

-mmu-miR-103-1  کاهش بیان  سبب  گرم بر کیلوگرم وزن بدن(میلی  2اسیدفولیک )  طبیعی  نتایج این تحقیق نشان داد که دوز

5p افزایش بیان و  Mtr گرم بر کیلوگرم وزن بدن( سبب کاهش بیان هر دو ژن میلی  40بالا ) دوز اما شد، نسبت به گروه کنترل

نسبت به گروه کنترل گردید. یکی از مکانیسمهای تنظیمی که در سطح  AND  عمل میکند، متیلاسیون آن است. بنابراین یکی  

یعنی  متیل  دهندهی  توسط  ژن  پروموتر  متیلاسیون  سطح  افزایش  بیان    p5-1 -301-Rim- ummاحتمالاً  کاهش  های  علت  از 

اسیدفولیک  باشد. هرANRm   تحت تاثیر    ANRimهای مختلفی است. بنابراین کاهش یا افزایش یک  ANRim   به تنهایی نمیتواند  

سبب تغییر بیان ژنها شود.  ANRim  ها معمولا نقش مهاری دارند، لذا با کاهش بیان    p5 -1-301-Rim-umm  احتمالا یکی از 

بر   به رونویسی ژن  احتمالا  بیانrtM  ، مکانیسم تنظیمی  باشد. در مورد کاهش  این تحقیق  بیان  rtM  میتواند  افزایش  دلایل 

میگردد که همانند  miRNA  ها،  متیله شدن پروموتر ژن و نبود فاکتور های رونویسی اختصاصی و عدم انجام رونویسی از ژن  

پیشبینی میشود. از آنجاییکه درنتیجه چرخه فولات گروههای متیل جهت متیله شدن  DNA  مورد استفاده قرار میگیرند، 

دوز بالای اسیدفولیک سبب  متیله شدن پروموتر ژن ها میشود که یک مکانیسم سرکوب بیان ژن است. بنابراین در دوز بالا 

 میتواند تاثیر منفی بر بیان ژنها داشته باشد. 

 نتیجه گیری -6

طور کلی نتیجه گیری میشود که دوز  طبیعی  اسیدفولیک  سبب  کاهش بیان  mmu-miR-103-1-5p  و   افزایش بیان  rtM  نسبت  به

 به گروه کنترل میشود،  اما  دوز بالاتر از حد طبیعی آن سبب کاهش بیان  هر دو ژن نسبت به گروه کنترل میشود.

گذارد.  از این طریق بر تکوین مغز تاثیر می  شده و احتمالا   Mtrو  mmu-miR-103-1-5pبنابراین اسیدفولیک باعث تغییر بیان   

ها را در تکوین مغز تایید  نیز نقش این ژن  نیپروتئ-نیپروتئو نتایج حاصل از بررسی شبکه تعاملی    کیوانفورماتیب  زیآنالهمچنین  

 می کند.

 قدردانی  و تشکر-7

و قدردانی   تشکر پژوهش  این مالی منابع  تامین گیلان رشت جهت علوم پایه دانشگاه  دانشکده پژوهشی  معاونت از وسیله بدین

   می شود.
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