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Background Folic acid (FA), the synthetic form of folate, plays an important role in brain development. 
Neuron navigator 1 (Nav1) is a cytoskeleton-associated protein that plays a role in neuronal cell migration. 
Neuroligin1 (Nlgn1) is a cell adhesion molecule involved in the formation of synapses. 
Objective This study aimed to assess the effects of FA supplementation during pregnancy on the 
expression of Nav1 and Nlgn1 genes in the cerebral cortex of newborn mice. 
Methods Forty-five pregnant BALB/c mice were divided into three groups of 15. The first and second 
groups received FA at doses of 2 mg/kg/BW (normal) and 40 mg/kg/BW (high) daily during pregnancy, 
respectively. The third group did not receive FA and was the control group. Neonatal cerebral cortex was 
collected for Nav1 and Nlgn1 expression analysis using real-time PCR. 
Results The expression levels of Nav1 and Nlgn1 in the normal-dose FA group were higher than in the 
control group, while their expression levels in the high-dose FA group were lower than in the controls 
(P<0.001). The expression levels of Nav1 and Nlgn1 genes in the high-dose FA group were significantly 
lower than in the normal-dose FA group (P<0.001). 
Conclusion Using 2 mg/kg/BW FA during pregnancy increases the expression of Nav1 and Nlgn1 genes 
in the cerebral cortex of newborn mice, while 40 mg/kg/BW FA reduces their expression. Therefore, 
normal doses of FA affect brain development by changing the expression of two genes, while high doses 
of FA may have a negative effect. The protein-protein interaction showed the relationship between the 
two Nav1 and Nlgn1 proteins and their role in the synapse.
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S
Extended Abstract

Introduction

ynapse formation is a critical step in the 
assembly of neuronal circuits. Both se-
creted and membrane-associated proteins 
contribute to the assembly and maturation 
of synapses. In addition, vitamins, includ-

ing folate and genes, have been suggested to play an im-
portant role in synaptogenesis. Folate is essential for the 
development and proper functioning of the nervous sys-
tem. Getting enough folic acid (FA), the synthetic form of 
folate, at the time of conception lowers the risk for most 
neural tube defects in the offspring. It has been demon-
strated that periconceptional FA supplementation pro-
motes synaptic plasticity in male rat offspring and exerts 
long-term beneficial effects on cognitive performance. 
Moreover, some studies revealed that FA had a positive 
impact on the recovery of learning and memory abilities 
through alleviating synapse loss and synaptic dysfunction 
in Alzheimer’s disease. 

Many genes have been shown to be involved in the dif-
ferentiation, proliferation, and migration of neurons dur-
ing brain development. For example, during neuronal 
migration, growth, and axon guidance, there are cytoskel-
etal proteins known as navigators. The neuron navigator 
1 (Nav1) is involved in neuronal migration and neuronal 
signaling pathways that guide axons in the appropri-
ate direction. Other genes involved in synapse forma-
tion include the neuroligin family members, which may 
form trans-synaptic contacts with presynaptic neurex-
ins. Neuroligins are essential for the proper maturation 
of synapses and brain function by recruiting scaffolding 
proteins, postsynaptic receptors, and signaling proteins. 
neuroligin1 (Nlgn1) is a cell adhesion molecule involved 
in the formation of synapses. The aim of this study was to 
evaluate the effect of normal and high doses of FA during 
pregnancy on the expression of Nav1 and Nlgn1 genes in 
the cerebral cortex of newborn mice.

Methods

Forty-five pregnant BALB/c mice were divided into 
three groups (15 per group). The first and second groups 
received FA at doses of 2 mg/kg/BW (normal) and 40 mg/
kg/BW (high) daily during pregnancy, respectively. The 
third group did not receive FA and was considered the 
control group. Neonatal cerebral cortex was collected for 
the expression analysis of Nav1 and Nlgn1 genes using 
real-time PCR.

Results

Based on the results of the Nanodrop device, the con-
centration of total RNA in most samples was in the range 
of 600-900 ng/μl, and the absorbance ratio at 260/280 nm 
(which is an indicator for examining purity, lack of con-
tamination, and quality of RNA) was in the range of 1.8-
2. In order to examine the quality of the extracted RNAs, 
they were examined by agarose gel electrophoresis, and 
the rRNA bands of 18s, 28s, and 8/5s were observed, in-
dicating good quality of the RNAs. The expression level 
of the Nav1 gene in the group treated with 2 mg/kg/BW 
FA was 1.48±0.08, which was significantly higher than 
in the control group (1.001±0.05) (P<0.001). The expres-
sion level of this gene in the group treated with 40 mg/
kg/BW FA was 0.20±0.02, which was significantly lower 
than in the control group (P<0.001). Also, a significant 
difference in Nav1 gene expression was observed be-
tween the normal and high-dose FA groups (P<0.0001). 
Similar results were observed for the Nlgn1 gene. The 
expression of this gene in the normal-dose FA group was 
significantly higher than in the control group (1.21±0.02 
vs 1.001±0.04, P<0.001). In the high-dose FA group, the 
expression level was significantly lower than in the con-
trol group (0.13±0.03, P<0.001). 

The protein-protein interaction was also examined by 
bioinformatics analysis. A network of 100 proteins re-
lated to Nlgn1 and Nav1 was mapped and functionally 
enriched to find the most relevant biological processes, 
molecular functions, cellular structures, and kyoto ency-
clopedia of genes and genomes (KEGG) pathways. The 
two genes were connected to each other through protein 
or functional interactions, as well as through synaptic 
regulation. 

Conclusion

The results of this study showed that the normal dose of 
DA can increase the expression of Nav1 and Nlgn1 genes 
in the cerebral cortex of newborn mice. However, the high 
dose of FA reduces the expression of both genes. One of 
the reasons for the decrease in gene expression after injec-
tion of high doses of FA is probably due to the increase 
in the level of gene promoter methylation by the methyl 
donor, folic acid. High doses of FA cause the methylation 
of gene promoters, a mechanism that suppresses gene ex-
pression. Additionally, the protein-protein interaction re-
vealed the relationship between the two Nav1 and Nlgn1 
proteins, highlighting the crucial role of these two pro-
teins in synapses and ultimately in brain development.
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مقاله پژوهشی

تأثیر مصرف مکمل اسید فولیک در دوران بارداری بر تغییرات بیان ژن‌های Nav1 و
Nlgn1 در قشر مغز نوزاد موش

 )Neuron Navigator 1 (Nav1)( 1زمینه اسید فولیک فرم مصنوعی فولات نقش مهمی در تکوین مغز ایفا می‌کند. هدایتگر عصبی
پروتئین مرتبط با اسکلت سلولی است که در مهاجرت سلول‌های عصبی نقش دارد. هدایتگرهای عصبی )Neuroligin1 (Nlgn1)( مولکول 

چسبندگی سلولی است که در تشکیل سیناپس نقش دارد. 
هدف هدف این مطالعه تأثیر مکمل اسید فولیک در دوران بارداری بر تغییرات بیان ژن‌های Nav1 و Nlgn1 در قشر مغز نوزاد موش است. 
روش‌ها 45 موش‌های باردار به 3 گروه 15 تایی تقسیم شدند. گروه اول و دوم به ترتیب اسید فولیک با دُزهای 2 )طبیعی( و 40 )بالا( 
میلی‌گرم بر کیلوگرم وزن بدن روزانه در دوران بارداری دریافت کردند. گروه سوم به‌عنوان کنترل، اسید فولیک دریافت نکردند. قشر مغز 

نوزادان برای آنالیز بیان Nav1 و Nlgn1 با استفاده از واکنش ذنجیره ای پلیمراز کمی )Real-time PCR( جمع‌آوری شد.
یافته‌ها بیان Nav1 و Nlgn1 در قشر مغز در دُز طبیعی )2( بیشتر از گروه کنترل و در گروه دُز بالا، یعنی 40 میلی‌گرم بر کیلوگرم وزن 
بدن کمتر از گروه کنترل بود )P<‌0/0001(. در‌حالی‌که میزان بیان این 2 ژن در دُز بالا )40( کاهش معنی‌داری نسبت به گروه دُز طبیعی 

.(P<‌0‌/0001( نشان داد )2(
نتیجه‌گیری دُز طبیعی اسید فولیک باعث افزایش بیان Nav1 و Nlgn1 و دُز بالای اسید فولیک بیان هر دو ژن را در مقایسه با کنترل 
کاهش می‌دهد. بنابراین مقادیر طبیعی اسید فولیک با تغییر بیان 2 ژن بر رشد مغز تأثیر می‌گذارد، ولی مقادیر بالای آن ممکن است اثر 

منفی داشته باشد. شبکه برهمکنش پروتئین‌ها ارتباط میان 2 پروتئین Nav1 و Nlgn1 و نقش آن‌ها را بر سیناپس نشان داد.
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مقدمه

تکوین مغز شامل مراحل مختلفی از رشد سلول‌های عصبی 
لایه   3 که  گاسترولاسیون  طی  در  است.  آن‌ها  سازماندهی  و 
جنینی تشکیل می‌شود، مغز از اکتودرم منشأ می‌گیرد. سپس 
و  می‌گیرد  شکل  اکتودرم  از  عصبی  لوله  نورولاسیون  طی  در 
سیستم عصبی مرکزی را می‌سازد ]1[. تکوین مغز در موش‌ها 
از‌نظر مراحل کلیدی، مانند ایجاد سیناپس‌ها و مهاجرت نورون‌ها 
بسیار شبیه به انسان است، ولی تفاوت‌هایی در زمان‌بندی و برخی 
جزئیات وجود دارد. تشکیل نورون‌ها از حدود E11 شروع می‌شود. 
در این مرحله، سلول‌های پیش‌ساز عصبی شروع به تولید نورون‌ها 
می‌کنند که به نواحی مختلف قشر مغز مهاجرت می‌کنند. این 

مهاجرت به شکل‌گیری لایه‌های قشری منجر می‌شود ]2، 3[. 

مواد غذایی شامل ویتامین‌ها نقش مهمی در بیان ژن‌ها دارند. 
فولات که به‌عنوان ویتامین B9 نیز شناخته می‌شود، یک حامل 
متیلاسیون  واکنش‌های  در  و  است  عمل  متیل  برای  کلیدی 
مانند واکنش‌های لازم برای سنتز نوکلئوتیدها شرکت می‌کند. 
بنابراین، فولات با فعال کردن سنتز DNA در سلول‌های در حال 
تکثیر، از رشد سریع پشتیبانی می‌کند ]4[. به‌طورکلی واژه اسید 
فولیک به اشکال مصنوعی ویتامین B9 و فولات به فرم طبیعی 
آن گفته می‌شود ]5[. کمبود اسید فولیک در رژیم غذایی که 
تبدیل  دلیل  به  خون  هموسیستئین  سطح  افزایش  به  منجر 
ناکافی هموسیستئین به متیونین می‌شود، منجر به کاهش تعداد 
سلول‌های پیش‌ساز عصبی در حال تکثیر شده و بر ایجاد نورون‌ها 
تأثیر می‌گذارد و باعث نقص‌های لوله عصبی1 می‌شود ]6[. شواهد 
نشان می‌دهد کمبود فولات با تغییر رشد عصبی زاده‌ها، از‌جمله 
حجم کوچک‌تر کل مغز، تغییر در ضخامت قشر مغز، نوروژنز 
تغییر‌یافته و ایجاد سیناپس مرتبط بوده و نقش مهمی در تغییر 

بیان ژن‌های مؤثر در تکوین مغز دارد ]7[.

ژن‌های زیادی در تمایز، تکثیر و مهاجرت نورون‌ها در طی تکوین 
مغز نقش دارند. به‌عنوان نمونه برای مهاجرت نورون‌ها، رشد و هدایت 
آکسون‌ها، پروتئین‌های مرتبط با اسکلت سلولی به نام ناوبرهای عصبی2 
وجود دارند. هدایتگر عصبی31 (Nav1) به‌عنوان یکی از پروتئین‌های 
مرتبط با اسکلت سلولی، در مهاجرت عصبی و مسیرهای سیگنال‌دهی 
عصبی دخالت دارد که آکسون‌ها را در جهت مناسب هدایت می‌کند. 
مطالعات نشان داده‌اند موش‌های فاقد Nav1 یا دارای جهش‌ها در 
این ژن دچار نقص‌هایی در هدایت آکسون‌ها و شکل‌گیری صحیح 
شبکه‌های عصبی می‌شوند. این نقص‌ها می‌توانند منجر به مشکلات 
عملکردی در سیستم عصبی، از‌جمله اختلالات حرکتی و شناختی 
شوند ]8[. کاهش بیان Nav1 در نورون‌ها، شکل ظاهری مخروط 

1. Neural Tube Defects (NTDs)
2. Navigators
3. Neuron navigator1 (Nav1)

رشد و نوریتوژنز4 یا جوانه زدن رشته‌های عصبی از یک سلول، که 
اولین گام در توسعه شکل ظاهری یک نورون بالغ است را مختل 
می‌کند ]9-11[. از ژن‌هایی دیگری که در ایجاد سیناپس نقش دارد، 
اعضای خانواده نورولیجین5 هستند که ممکن است تماس‌های ترانس 
سیناپسی با نورکسین‌های6 پیش‌سیناپسی ایجاد کنند. نورولیجین‌ها 
ازطریق به‌کارگیری پروتئین‌های داربست، گیرنده‌های پس‌سیناپسی 
و سیگنال‌دهی پروتئین‌ها برای بلوغ مناسب سیناپس‌ها و عملکرد 
مغز نیاز هستند ]12[. به‌علاوه نورولیجین‌ها، به‌عنوان مولکول‌های 
بر  نورکسین‌ها )که  به  اتصال  با  چسبندگی سلولی پس‌سیناپسی، 
روی غشای پیش‌سیناپسی قرار دارند( عوامل مهم تنظیم‌کننده رشد 
عصبی و انتقال سیناپسی هستند ]13[. ژنوم موش شامل حداقل 4 
 Nlgn4 و Nlgn1، Nlgn2، Nlgn3 ژن نورولیجین‌ است که شامل
است. Nlgn1 در سطوح پایین قبل از تولد بیان می‌شود، ولی بیان آن 
پس از تولد افزایش می‌یابد و نسبتاً بالا باقی می‌ماند ]14[. پروتئین 
Nlgn1 در تنظیم عملکرد سیناپس‌های تحریکی دخیل بوده و تغییر 
در بیان آن می‌تواند به اختلالات رفتاری و شناختی، مشابه آنچه در 

برخی از اختلالات طیف اتُیسم مشاهده می‌شود، منجر شود ]15[.

برای  که  است  ضروری  مغذی  ماده  یک  فولات  به‌طور‌کلی، 
تکثیر DNA و به‌عنوان بستری برای طیف وسیعی از واکنش‌های 
آنزیمی درگیر در سنتز اسید آمینه و متابولیسم ویتامین نیاز 
است. نیاز به فولات در دوران بارداری افزایش می‌یابد، زیرا برای 
تکثیر سلول‌ها و رشد و تکوین جنین نیز لازم است. کمبود فولات 
و  محیطی(  نوروپاتی  )کم‌خونی،  مادران  در  ناهنجاری‌هایی  با 
جنین )ناهنجاری‌های مادرزادی( همراه است. مکمل‌های غذایی 
با اسید فولیک در چند ماه قبل از لقاح و در مراحل اولیه رشدونمو 
جنینی خطر نقص لوله عصبی را کاهش می‌دهد ]16[. بنابراین 
با‌توجه‌به مطالب مذکور میزان طبیعی فولات می‌تواند با تغییر 
بیان ژن‌ها باعث کاهش نقص‌های لوله عصبی شده و به تکوین 
طبیعی سیستم عصبی مرکزی کمک کند. از طرف دیگر، بسیاری 
از ژن‌های پروتئین سیناپسی با پاتوژنز اختلال طیف اتُیسم مرتبط 
هستند. همچنین نشان داده شده است مجموعه‌ای از جهش‌ها 
در ژن‌های دخیل در تشکیل سیناپس در انسان با اختلال طیف 
اتُیسم مرتبط هستند ]17[. به همین دلیل در این تحقیق به 
بررسی اثر اسید فولیک بر ژن‌های دخیل در سیناپس پرداخته 
شده است. به‌طور خلاصه، با‌توجه به نقش اسید فولیک در تنظیم 
بیان ژن و همچنین عملکردهای ژن‌های Nav1 و Nlgn1 در 
مهاجرت نورون‌ها، ایجاد سیناپس و تکوین مغز، در این تحقیق به 
بررسی اثر دُزهای مختلف اسید فولیک )دُز 2 و 40 میلی‌گرم بر 
کیلو‌گرم وزن بدن( بر بیان Nav1 و Nlgn1 در قشر مغز زاده‌های 

موش پس از تولد پرداخته شد.

4. Neuritogenesis
5. Neuroligins
6. Neurexins
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روش‌ها

روش انتخاب ژن‌های هدف

با استناد به مقالات پاوور  و همکاران]10[ و جانگ و همکاران 
]18[  ژن‌های مورد‌مطالعه انتخاب و میزان بیان آن‌ها در قشر 
مغز موش به کمک پایگاه داده اکسپرسیون اطلس7 به دست آمد 

)تصویر شماره 1(.

نحوه انتخاب دُز اسید فولیک خوراکی

بر‌اساس استاندارد رژیم غذایی توصیه‌شده توسط مؤسسه تغذیه 
آمریکا8، 2 گروه از رژیم غذایی اسید فولیک برای موش‌ها طراحی 
شد: الف( رژیم غذایی متشکل از 2 میلی‌گرم بر کیلوگرم وزن بدن 
اسید فولیک که نیاز اساسی برای جوندگان ازجمله موش است. 
ب( رژیم غذایی متشکل از40 میلی‌گرم بر کیلوگرم وزن بدن 
اسید فولیک که بیش از نیاز اساسی است. دُز 40 میلی‌گرم بر 
کیلوگرم وزن بدن به‌عنوان دُز بالای اسید فولیک انتخاب شد. دُز 
2 میلی‌گرم بر کیلوگرم وزن بدن براساس نیاز اساسی جوندگان 
طبق استاندارد مؤسسه تغذیه آمریکا تعیین شد. دُز 40 میلی‌گرم، 
که بیش از نیاز طبیعی است، برای بررسی اثرات بالقوه دُزهای 
بالا و خطرات مرتبط با مصرف بیش‌از‌حد انتخاب شد ]21-19[. 

محاسبه حجم نمونه

 به کمک نرم‌افزار جی‌پاور )نسخه 3/1/9/4( ]22[، حجم نمونه 
بر‌اساس تحلیل توان آماری محاسبه شد. برای این منظور حجم  
کل نمونه بر‌اساس آزمون آماری به‌کار‌رفته در پژوهش، خطای 
نوع اول 0/05، توان آماری 0/80، و اندازه اثر 0/49 برابر با 45 
رأس موش به دست آمد؛ به‌طوری‌که موش‌ها به 3 گروه 15 تایی 

تقسیم شدند.

تهیه نمونه

موش‌های سوری نژاد BALB/c از پژوهشکده شمال انستیتو 
پاستور ایران، واقع در شهر آمل تهیه و به اتاق حیوانات دانشکده 
علوم دانشگاه گیلان منتقل و نگهداری شد. در طی این دوره، 
چرخه‌های شبانه‌روزی به‌صورت 12 ساعت روز و 12 ساعت شب 
تنظیم شد و غذای مخصوص موش از شرکت دام و طیور پارس 
واقع در تهران خریداری و در اختیار موش‌ها قرار‌ داده ‌شد. برای به 
دست آوردن نوزادان، موش‌های نر و ماده به مدت 10 ساعت در 
طول شب در یک قفس قرار داده شدند. صبح روز بعد، موش‌های 
ماده از‌نظر وجود يا عدم وجود درپوش واژنی9 مورد‌ بررسي قرار 
گرفتند. وجود درپوش واژنی نشان‌دهنده‌ جفت‌گيري است. از روز 

7. Expression Atlas
8. American Institute of Nutrition (AIN-93G)
9. Vaginal plug

نخست بارداری به‌طور روزانه، به گروه اول مقدار 2 میلی‌گرم بر 
کیلوگرم وزن بدن اسید فولیک )دُز طبیعی(، به گروه دوم 40 
میلی‌گرم بر کیلوگرم اسید فولیک )دُز بالا( داده شد و گروه سوم 
به‌عنوان گروه کنترل تحت هیچ‌گونه تیماری قرار نگرفت. به‌طور 
متوسط 67 نوزاد 1 روز پس از تولد هر گروه جمع‌آوری شدند. 20 
نمونه‌ بافت قشر مغز موش‌ها استخراج شد. از واکنش ذنجیره‌ای 
و   Nav1 بیان بررسی  پلیمراز کمی)Real Time PCR( جهت 

Nlgn1 استفاده شد. 

استخراج RNA از بافت مغز

 ۱/۵ میکروتیوب  یک  در  مغز  قشر  بافت  میلی‌گرم   5±60
سرد  ترايزول  میکرولیتر  سپس 1000  شد.  ریخته  میکرولیتر 
 RNA به میکروتیوب افزوده شد. توسط سانتريفیوژ يخچال‌دار
از DNA و پروتئین جدا شد. میکروتیوب حاوی نمونه به مدت 
با دور در دقیقه 12000 در سانتریفیوژ یخچال‌دار  15 دقیقه 
قرار گرفت. سپس ایزوپروپانول بیرون ریخته شد و فقط رسوب 
RNA در انتهای میکروتیوب باقی ماند. 1000 میکرولیتر الکل 
75 درصد سرد به میکروتیوب افزوده و به مدت 15 دقیقه در 
با دور در دقیقه 7500 سانتریفیوژ  دمای 4 درجه سانتی‌گراد 
شد. پس از آن مایع رویی حاوی اتانول بیرون ریخته شد و فقط 
رسوب سفید رنگ RNA در انتهای میکروتیوب باقی ماند. در 
ادامه میکروتیوب‌های حاوی رسوب به مدت 10 دقیقه زیر هود 
به‌صورت وارونه قرارداده ‌شد تا الکل باقی‌مانده تبخیر شود. سپس 
مقدار 20 تا 50 میکرولیتر آب DEPC سرد به میکروتیوب اضافه 
شد. در‌نهایت RNA استخراج‌شده جهت آنالیزهای بعدی به فریزر 

منهای70  درجه سانتی‌گراد منتقل شد.

بررسی کمی و کیفی RNA استخراج‌شده

نانودراپ  دستگاه  به کمک   ،RNA غلظت  کمی  الف( سطح 
 (NanoDrop Spectrophotometer Blue-Ray EZ1000)
مورد بررسی قرار گرفت. جذب نوری 260/280 نانومتر، خلوص 
RNA استخراج‌شده را نشان داد. بهترین حالت در محدوده 1/8 

-2/2 نانومتر است. 

ب( جهت تأیید نتایج نانودراپ، کیفیت نمونه‌ها بر روی ژل 
الکتروفورز )آگارز 1/5( درصد بررسی شدند. 

cDNA سنتز

سنتزcDNA مطابق با پروتکل پیشنهادی شرکت سازنده کیت 
سنتز cDNA انجام شد )شرکت زیست ویرایش ـ ایران(. در‌نهایت 
جهت نگهداری طولانی‌مدت، cDNA سنتز‌شده به فریزر منهای 
 PCR 20 درجه سانتی‌گراد منتقل شد. جهت صحت انجام تست
 GAPDH و نیز نرمال‌سازی کردن بیان ژن‌ها، از ژن کنترل داخلی

برای Nav1 و Nlgn1 استفاده شد. 
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رقیق سازی پرایمر‌ها و انواع آن

ابتدا  سنتز‌شده،  پرایمرهای  رسوب  از  استفاده  به‌منظور 
رقیق‌سازی اولیه و سپس رقیق‌سازی ثانویه صورت گرفت )مطابق 

پروتکل پیشنهادی شرکت سیناکلون، ایران(. 

Real Time PCR بررسی بیان ژن توسط

 SYBR با‌توجه‌به پروتکل پیشنهاد‌شده توسط شرکت سازنده
Green، میکس مرتبط‌ ‌با Real Time PCR ساخته شد و به 
استریپ اضافه شد. به جهت اطمینان از صحت نتایج، هر نمونه 
به‌صورت 2 تکرار به درون استریپ انتقال یافت و برای هر نمونه 
به‌عنوان کنترل منفی10 در نظر گرفته شد. در انتها استریپ‌های 
حاوی نمونه به دستگاه Real Time PCR انتقال داده شد. جهت 
درجه  تا 58  دمای 53  از  دمایی  مناسب، شیب  دمای  تعیین 
تعیین شود )شیب  تا دمای مناسب  داده شد  قرار  سانتی‌گراد 
 Nav1 برای  باندها  کیفیت  با‌توجه‌به  در‌نهایت   .)PCR دمایی 
و Nlgn1 به ترتیب دمای 57 و 54 در نطر گرفته شد. برنامه 
 SYBR با‌توجه‌به پروتکل پیشنهادی Real Time PCR دستگاه

Green شرکت زیست ویرایش انجام شد.

آنالیز آماری داده‌ها

بیان نسبی ژن Nav1 و Nlgn1 در 2 گروه تیمار‌شده با دُزهای 
فولیک و گروه  اسید  بدن  بر کیلوگرم وزن  2 و 40 میلی‌گرم 
برابری11  چند  مقادیر  و  آمد  دست  به‌   ΔΔCt روش  به  کنترل 

براساس فرمول شماره 1 محاسبه شد.

10. No Template Control (NTC)
11. Fold change

.1

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

ΔΔCt = ΔCt - ΔCt (میانگین گروه کنترل)
Fold change = 2-ΔΔCt

برای مقایسه بیان ژن‌ها بین گروه‌ها، از آزمون آنووای یک‌طرفه 
با سطح معنی‌داری P<0/05 استفاده شد. پیش‌‌فرض‌های آماری 
بررسی  با آزمون کولموگروف اسمیرنف  نرمالیتی داده‌ها  مانند 
شدند. مقادیر Fold Change به روش ΔΔCt محاسبه و نمودارها 

با نرم‌افزار GraphPad Prism ترسیم شدند.

آنالیز بیوانفورماتیک

ساخت شبکه تعاملی پروتئین ـ پروتئین12 

به کمک نرم‌افزار Cytoscape )نسخه 3/10/2( شبکه 100 
غنی‌سازی  و  شد  ترسیم   Nav1 و   Nlgn1 با  مرتبط  پروتئین 
زیستی14،  فرایند‌های  مرتبط‌ترین  یافتن  برای  کاردی13 
مسیرهایی  و  سلولی16  ساختار‌های  مولکولی15،  کارکردی‌های 

KEGG17، انجام شد.

12. Protein-Protein interactive 
13. Functional Enrichment
14. GO Biological Process
15. GO Molecular Function
16. GO Cellular Component
17. kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)

تصویر 1. نتایج حاصل از پایگاه داده اکسپرسیون اطلس میزان بیان ژن‌ها در بخش‌های مختلف مغز موش )مخچه، قشر مغز، هیپوکامپ( در گروه سنی 1 ماه تا 
12 ماه نشان داده شده است. شدت رنگ نشان‌دهنده میزان بیان ژن‌هاست. به‌طور‌کلی بیان Nlgn1 با افزایش سن در قشر مغز بیشتر بیان می‌شود، در‌حالی‌که بیان 

Nav1 با افزایش سن کاهش می‌یابد.
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یافته‌ها

Total RNA نتایج حاصل از بررسی کمی و کیفی

بر‌اساس نتایج دستگاه نانودراپ، غلظت اکثر نمونه‌ها در بازه 6۰۰ 
تا9۰۰ نانوگرم بر میکرولیتر و جذب در طول‌ موج‌‌‌های 260/280 
که شاخصی جهت بررسی خلوص، عدم آلودگی و کیفیت است، 
در بازه 1/8 تا 2 قرار داشت. بعد از آن به‌منظور بررسی كیفیت 
‌RNAهای استخراجی، ژل آگارز با دستگاه الکتروفورز بررسی شد 
و باند‌هایs 18،s 28 و s8/5 rRNAs مشاهده شد كه نشان‌دهنده 

كیفیت خوب ‌RNAها است )تصویر شماره 2(.

نتایج بیان Nav1 در قشر مغز نوزادان تیمار‌شده با اسید فولیک 
و گروه کنترل

بدن،  وزن  کیلوگرم  بر  میلی‌گرم   2 دُز  با  تیمار  گروه  در 
میزان بیان ژن Nav1 به‌طور معنی‌داری بالاتر از گروه کنترل 
در   .)P< مقابل ‌1/001‌±‌0/05، 0/0001  در   1/48‌±0/08( بود 
گروه تیمار با دُز 40 میلی‌گرم بر کیلوگرم، بیان این ژن کاهش 
 ،0/20‌±‌0/02( داد  نشان  کنترل  گروه  به  نسبت  معنی‌داری 
P<‌0/0001(. همچنین اختلاف معنی‌داری بین گروه دُز طبیعی 

و دُز بالا مشاهده شد )P<‌0/0001( )تصویر شماره 4(.

نتایج بیان Nlgn1 در قشر مغز نوزادان تیمار‌شده با اسید فولیک 
و گروه کنترل

نمودار ذوب برای Nlgn1 و GAPDH باتوجه‌به شیب دمایی 
پرایمرها در دمای 54 درجه سانتی‌گراد رسم شد )تصویر شماره 
5(. نتایج مشابهی برای بیان ژن Nlgn1 مشاهده شد. بیان این 
ژن در گروه دُز طبیعی افزایش معنی‌داری نسبت به گروه کنترل 
 .)P<‌0/0001  1/001‌±‌0/04 مقابل  در   1/21‌±‌0/02( داشت 
شد  مشاهده  قابل‌توجهی  کاهش  بالا  دُز  گروه  در  درحالی‌که 

)P<‌0/0001 ،0/13‌±0/03، تصویر شماره 6(. 

نتایج حاصل از بر‌همکنش پروتئین ـ پروتئین

شبکه 100 پروتئین مرتبط با Nlgn1 و Nav1 ترسیم شد و 
غنی‌سازی کارکردی برای یافتن مرتبط‌ترین فرایند‌های زیستی، 
 KEGG کارکردی‌های مولکولی، ساختارهای سلولی، و مسیر هایی
انجام شد. رنگ هر پروتئین نشان‌دهنده تعداد برهمکنش‌های آن 
در شبکه و رنگ دور پروتئین بیانگر نقش آن در تکوین سیستم 
عصبی است. خطوط بین گره‌ها، نمایانگر تعاملات بین پروتئین‌ها 
باشد،  بیشتر  خطوط  این  تعداد  یا  ضخامت  هر‌چه  هستند. 
  Nlgn1 نشان‌دهنده تعاملات قوی‌تر بین دو پروتئین است. 2 ژن
یکدیگر  به  عملکردی  یا  پروتئینی  تعاملات  از‌طریق   Nav1 و 
متصل‌اند و از‌طریق تنظیمات سیناپسی هم در ارتباط هستند. 
خطوط آبی دور 2 پروتئین Nlgn1 و Nav1 و بقیه نشان‌دهنده 

نقش ویژه آن‌ها درتنظیم سیناپس است )تصویر شماره 7(.

تصویر 2. تصویر ژل آگارز 1/5 درصد که از RNA کل استخراج شده است. اولین ستون از سمت راست نشان‌دهنده مارکرbp 100 و ستون‌ سمت چپ نشان‌دهنده 
.bp 100 مارکر :LD .در تصویر نشان داده شده است s8/5 و s18 ،s 28 کل استخراج‌شده است. 3 باند RNA
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بحث

فولات یا ویتامین B9 طی چرخه متابولیسمی خود در بدن 
یکسری  به  کربن  یک  واکنش  در  شرکت  با  زنده  موجودات 
سطح  کاهش  متیونین،  سنتز  از‌جمله  حیاتی،  فرایندهای  از 
ساختار  در  مورد ‌استفاده  آلی  بازهای  ساخت  هموسیستئین، 
DNA و متیلاسیون DNA کمک می‌کند ]23[. در طول تشکیل 
لوله  اتفاقات شکل‌گیری  مهم‌ترین  از  یکی  مهره‌داران،  در  مغز 
عصبی است که مقدار نا‌کافی فولات در رژیم غذایی مادر باردار 
می‌تواند بر این فرایند تأثیر منفی بگذارد ]24[. ژن‌های زیادی در 
تکوین صحیح مغز نقش دارند و هرگونه تغییر در بیان این ژن‌ها 

می‌تواند باعث ایجاد ناهنجاری‌های سیستم عصبی شود ]25[. 
مطالعات متعددی در خصوص اثر اسید فولیک بر بیان ژن‌ها انجام 
شده است. ولی مکانیسم دقیق اثر اسید فولیک در تکوین مغز 

هنوز مشخص نیست. 

 وانگ و همکارانش در سال 2024 نشان دادند دُز بالای اسید 
فولیک در دوران بارداری موش‌ها، تاثًیر منفی بر رشد فیزیولوزیکی 
و عصبی‌رفتاری فرزندان دارد ]26[. در مطالعه‌ای دیگر حیدری 
و همکاران در سال 2024 نشان دادند تزریق داخل جنینی اسید 
مغز جنین جوجه  قشر  در   DAB1 بیان افزایش  باعث  فولیک 
می‌شود ]27[. در سال  2023لینگ و همکاران با مطالعاتی که 

تصویر 4. میزان بیان نسبی Nav1 در 3 گروه تیمار 2 )دُز طبیعی( و 40 )دُز بالا( میلی‌گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسید فولیک و گروه کنترل. **** نشان‌دهنده تفاوت 
معنی‌دار بین گروه‌هاست. Control: گروه کنترل، )2 میلی‌گرم/کیلوگرم( Treated: گروه تیمار دُز 2 میلی‌گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسید فولیک؛ )40 میلی‌گرم/ 
 Nav1 گروه تیمار دُز40 میلی‌گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسید فولیک. در گروه تیمار با دُز 2 میلی‌گرم بر کیلوگرم وزن بدن، میزان بیان ژن :Treated )کیلوگرم
به‌طور معنی‌داری بالاتر از گروه کنترل بود )‌0/08±‌1/48 در مقابل P<0/0001 ،1/001‌±‌0/05(. در گروه تیمار با دُز 40 میلی‌گرم بر کیلوگرم، بیان این ژن کاهش 

.)P<0/0001( همچنین اختلاف معنی‌داری بین گروه دُز طبیعی و دُز بالا مشاهده شد .)P<0/0001 ،0/20 ± 0/02( معنی‌داری نسبت به گروه کنترل نشان داد

تصویر 3. منحنی ذوب مربوط به نمونه‌های GAPDH و .Nav1. هر قله )Peak( نشان‌دهنده یک محصول است.
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روی موش‌های صحرایی انجام دادند و دریافتند اسید فولیک سبب 
کاهش مرگ سلول‌های عصبی و افزایش تعداد سیناپس‌ها و بیان 
پروتئین‌های مرتبط با سیناپس‌ها می‌شود ]28[. در مطالعه‌ای 
دُز طبیعی  دیگر رازقی و همکاران در سال2023 نشان دادند 
اسید فولیک باعث افزایش بیان BDNF )فاکتور رشد نروتروفیک 
مغزی18( در قشر مغز جنین جوجه می‌شود ]29[. همچنین یان و 
همکاران در سال 2022 با بررسی اثرات اسید فولیک با غلظت 5 
برابر بیشتر از سطح توصیه‌شده در جنین‌ها و نوزادان موش نشان 
دادند افزایش دزُ اسید فولیک باعث تغییرات رونویسی در قشر 
مغز جنین‌ها و نوزادان موش می‌شود ]30[. لی و همکاران درسال 
2019 با مطالعاتی که بر روی موش‌های صحرایی انجام دادند، 
18. Brain-Drived Neurotrophic Factor (BDNF)

دریافتند کمبود اسید فولیک مادر باعث افزایش مرگ سلولی 
فیزیولوژیک سلول‌های عصبی در هیپوکامپ و قشر مغز در زاده‌ها 
شده و کمبود اسید فولیک مادر، بیان ژن Bcl-2 را کاهش و 
بیان ژن Bax و microRNA-34a را افزایش داد ]31[. در سال 
2017، هنزل و همکارانش نشان دادند اختلال در رشد جنین، از 
دست دادن جنین و تأخیر در رشد جنینی موش‌ها می‌تواند ناشی 
از مصرف دُز بالای اسید فولیک در غذای مادر در طول بارداری 
باشد. همچنین وضعیت فولات مادر در موش‌ها بر متیلاسیون 
تأثیر می‌گذارد  DNA و بیان ژن در نیمکره‌های مغزی زاده‌ها 
]32[. در سال  2016پارتریو و همکاران اسید فولیک را با دُزهای 
صفر، 8، 40 و 2 میلی‌گرم بر کیلوگرم وزن بدن در موش‌های 
صحرایی بررسی کردند و دریافتند موش‌های در حال رشدی که 

تصویر 5. منحنی ذوب مربوط به نمونه‌های مختلف GAPDH و .Nlgn1. هر قله )Peak( نشان‌دهنده یک محصول است. 

تصویر 6. میزان بیان نسبی Nlgn1 در 3 گروه تیمار 2 )دُز طبیعی( و 40 )دُز بالا( میلی‌گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسید فولیک و گروه کنترل. **** نشان‌دهنده تفاوت 
معنی‌داری بین گروه‌ها است. Control: گروه کنترل، )2 میلی‌گرم/کیلوگرم( Treated: گروه تیمار دُز 2 میلی‌گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسید فولیک، )40 میلی‌گرم/

کیلوگرم( Treated: گروه تیمار دُز 40 میلی‌گرم بر کیلوگرم وزن بدن اسید فولیک. بیان ژن Nlgn1 در گروه دُز طبیعی افزایش معنی‌داری نسبت به گروه کنترل 
.)P<‌‌0/0001 ،0/13‌±‌0/03( در‌حالی‌که در گروه دُز بالا کاهش معنی‌داری مشاهده شد .)P<0/0001 ،1/001‌±‌0/04 داشت )‌0/02±‌1/21 در مقابل
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از رژیم غذایی غنی‌شده با اسید فولیک تغذیه می‌شوند، شامل 
رژیم‌های غذایی دُز صفر و 8، خطر اختلال در تکوین مخچه 
و همکاران  بورا  دیگر  مطالعه‌ای  در  افزایش می‌دهند ]33[.  را 
در سال 2015 با بررسی دُزهای 2 و 20 میلی‌گرم بر کیلوگرم 
وزن بدن اسید فولیک در موش دریافتند اسید فولیک اضافی در 
طول بارداری می‌تواند متیلاسیون DNA و بیان ژن‌هایی مثل

 Slc6a4 را در مخچه زاده‌ها تغییر داده و باعث تغییر بیان این 
ژن‌ها می‌شود ]34[. در طی مطالعاتی که  بورا و همکاران در سال 
2014 انجام دادند، نشان داده شد افزایش مصرف اسید فولیک 
در طول بارداری بیان ژن‌هایی را در نیمکره مغزی زاده‌ها تغییر 
می‌دهد که در رشد مغز نقش دارند و باعث کاهش بیان ژن‌های 
 Slcl7a7 و افزایش بیان ژن‌های Vgll2 ،Zfp353 ،‌Htr4 ،‌Cpn2

تصویر 7. نتایج حاصل از بر‌همکنش پروتئین ـ پروتئین. هر گره نمایانگر یک پروتئین است. هر گره دارای یک رنگ خاص است که شدت و اهمیت آن پروتئین را 
در سیستم عصبی نشان می‌دهد. خطوط بین گره‌ها، نمایانگر عاملات بین پروتئین‌ها هستند. هر‌چه ضخامت یا تعداد این خطوط بیشتر باشد، نشان‌دهنده تعاملات 

قوی‌تر بین 2 پروتئین است. 2 ژن Nlgn1 و Nav1 در این شبکه دیده می‌شوند.
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‌Nfix ،‌Leprel1، و Xist می‌شود. بنابراین باتوجه به اهمیت ویژه 
اسید فولیک در تکوین مغز، ممکن است در مقادیر بالا اثر منفی 
داشته باشد ]35[. گیروتو و همکارن در سال 2013 نشان دادند 
دُز بالای اسید فولیک سبب تغییر انتقال سیناپسی و افزایش 
سطح تشنج در زاده‌های موش‌های صحرایی می‌شود ]36[. در 
مطالعه‌ای دیگر لیون و همکارانش در سال 2012 نشان دادند بروز 
نقص لوله عصبی از زمان غنی‌سازی مواد غذایی با اسید فولیک 
به‌طور قابل‌توجهی کاهش یافته است. رژیم غذایی حاوی20 برابر 
بیشتر از میزان مصرف توصیه‌شده برای جوندگان، اثرات نامطلوبی 
بر رشد جنین موش داشت ]37[. در تحقیقی دیگر نشان داده 
شد کاهش میزان فولات خون و بالا رفتن هموسیستئین در طی 
حاملگی در مادران احتمال ابتلا به نقص لوله عصبی در فرزندان 
را بیشتر می‌کند ]38[. به‌طور‌کلی نتایج تحقیقات نشان می‌دهد 
اسید فولیک می‌تواند با تغییر در حالت متیلاسیون DNA بر بیان 
ژن‌ها اثر داشته باشد. متیلاسیون DNA یک عامل تعیین‌کننده 
اپی‌ژنتیکی مهم در بیان ژن )رابطه معکوس(، در حفظ یکپارچگی 
و پایداری DNA، در تغییرات کروماتین و در ایجاد جهش است. 
الگوهای غیر‌طبیعی متیلاسیون DNA با تغییر در بیان ژن در ایجاد 
بیماری‌ها و اختلالات رشد‌و‌نموی مرتبط است. فولات، به شکل 5 
ـ متیل تتراهیدروفولات، در متیلاسیون مجدد هموسیستئین به 
متیونین، که پیش‌ساز S ـ آدنوزیل متیونین19، دهنده اولیه گروه 
 DNA متیل برای اکثر واکنش‌های متیلاسیون بیولوژیکی، از‌جمله
است، نقش دارد. متیلاسیون DNA توسط متیل ترانسفرازهای 
 ،SAM انجام می‌شود؛ آنزیم هایی که می‌توانند با استفاده از DNA
یک گروه متیل را به پنجمین اتم کربن باقی‌مانده سیتوزین برای 

تشکیل 5 ـ متیل سیتوزین منتقل کنند ]39[. 

فولیک سبب  اسید  دُز طبیعی  داد  نشان  این تحقیق  نتایج 
افزایش بیان Nav1 و Nlgn1 نسبت به گروه کنترل شد. اما دُز 
بالای اسید فولیک سبب کاهش بیان هر دو ژن مذکور نسبت به 
گروه کنترل شد. بنابراین یکی از علت‌های کاهش بیان ژن‌ها در 
دزُ بالای اسید فولیک احتمالاً افزایش سطح متیلاسیون پروموتر 
ژن توسط دهنده متیل، یعنی اسید فولیک است. دُز بالای اسید 
فولیک سبب متیله شدن پروموتر ژن‌ها می‌شود که یک مکانیسم 
سرکوب بیان ژن است. بنابراین در دُز بالا می‌تواند تأثیر منفی بر 
بیان ژن‌ها داشته باشد. همچنین شبکه برهمکنش پروتئین‌ها 
نیز  و   Nlgn1 و   Nav1 پروتئین  میان 2  ارتباط  نمایش  برای 
یافتن کارکردهای مرتبط با آن‌ها، نشان‌دهنده نقش مهم این دو 

پروتئین در سیناپس و در‌نهایت تکوین مغز است. 

نتیجه‌گیری

به‌طور‌کلی نتیجه‌گیری می‌شود که دُز طبیعی اسید فولیک 
کنترل  گروه  به  نسبت   Nlgn1 و   Nav1 بیان  افزایش  سبب 

19. S-adenosylmethionine (SAM)

می‌شود، اما دُز بالاتر از حد طبیعی آن سبب کاهش بیان هر دو 
ژن نسبت به گروه کنترل می‌شود. بنابراین اسید فولیک باعث 
تغییر بیان Nav1 وNlgn1  شده و ممکن است از این طریق 
شامل  بیوانفورماتیک  بررسی‌های  بگذارد.  تأثیر  مغز  تکوین  بر 
برهمکنش پروتئین‌ها نشان‌دهنده اهمیت این دو ژن در تشکیل 

سیناپس و در‌نتیجه تکوین مغز است.

موش  از  استفاده  به  می‌توان  تحقیق  این  محدودیت‌های  از 
را  آن  نتایج  نتوان  است  ممکن  که  کرد  اشاره  مدل  به‌عنوان 
برای انسان نیز تعمیم داد. ضمن اینکه در این پژوهش فقط به 
بیان 2 ژن دخیل در تکوین مغز پرداخته شده است.  بررسی 
بنابراین پیشنهاد می‌شود در پژوهش‌های آینده به بررسی اثرات 
اسید فولیک بر تعداد بیشتری از ژن‌های مؤثر در تکوین مغز و 
همچنین اثرات آن بر رفتارها و عملکرد شناختی جانور پرداخته 
شود. همچنین پیشنهاد می‌شود در تحقیقات آینده به بررسی اثر 
دُزهای مختلف اسید فولیک بر میزان بیان فرم متیله‌شده ژن‌ها 

نیز پرداخته شود. 
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حامي مالي

فناوری  و  تحقیقات  معاونت  مالی  حمایت  با  حاضر  مطالعه 
دانشگاه گیلان انجام شده است.
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