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Abstract 
 

Background and purpose: Valproic acid derivatives are histone deacetylases (HDACs) inhibitors. 
HDACs are important in epigenetic processes. Some epigenetic modifications are inherited. This study aimed 
at investigating the intergenerational effects of pre-pregnancy chronic valproate consumption on offspring. 

Materials and methods: In this experimental study, twelve female Wistar rats were randomly 
divided into two groups of control and valproate. For 30 days, the control group received saline and the 
valproate group received sodium valproate (300 mg/kg) intraperitoneally (i.p.). After mating, pregnancy, 
and nursing, two males and two females pup were randomly selected from the mothers and placed in the 
following groups: 1) male offspring of the control group, 2) female offspring of the control group, 3) male 
offspring of the valproate group, and 4) female offspring of the valproate group. Future experiments were 
followed using these groups. Avoidance memory was assessed using the shuttle box. Offspring's 
hippocampus were extracted and used for MECP2, HDAC2, BDNF genes expression study by qRT-PCR. 

Results: No significant differences were detected in avoidance memory between male and female 
offspring of the mothers in valproate group and that of the controls (P>0.05). There were no significant 
differences in MECP2, HDAC2, and BDNF genes expression between male offspring of the mothers in 
control and valproate groups (P>0.05). But, expression levels of these genes significantly decreased in 
female offspring of valproate mothers compared with those of the female offspring of the controls (P<0.05).  

Conclusion: Pre-pregnancy chronic valproate consumption did not affect avoidance memory in 
offspring. But, it seems to affect hippocampus gene expression sex-dependently. 
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  ـدرانـــازنـــی مـکــــــزشـــوم پـــلــشـــگاه عــه دانــــلــمج
  )99- 105(   1398سال    اسفند   182شماره    نهمبیست و دوره 

  1398، اسفند  182م، شماره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                               دوره بیست و نه        100

 گزارش کوتاه

بررسی اثرات تجویز مزمن والپروات پیش از بارداري در رت هاي ماده بر 
 حافظه اجتنابی و بیان ژن ها در بافت هیپوکمپ فرزندان

  
       2و1معصومه غلامی

      3تینا رهجو
       1فرانک جعفري

      4جمال امري
  6و5مهدي صادق

  چکیده
ها در فرایند اپی ژنتیــک مهــم هیستون داستیلازها هستند. هیستون داستیلاز گرمهار مشتقات والپروات، و هدف: بقهسا

پــیش از  اتوالپــرومــزمن مصــرف  رسند. در این مطالعه، اثــرات بــین نســلیباشند. برخی تغییرات اپی ژنتیک به ارث میمی
  در فرزندان بررسی شد. ،بارداري

رت ماده تصادفی در دو گــروه مــادران کنتــرل و والپــروات قــرار گرفتنــد.  12ین مطالعه تجربی، در ا ها:مواد و روش
) را داخــل صــفاقی دریافــت mg/kg 300روز، روزانه مادران کنترل، سالین و مادران والپروات، ســدیم والپــروات ( 30مدت 

حیوان تصادفی انتخاب و گــروه هــاي زیــر  2، گیري، بارداري و شیردهی از فرزندان نر و ماده هر مادرکردند. پس از جفت
) فرزنــدان 4) فرزنــدان نــر مــادران والپــروات و (3) فرزندان ماده مادران کنترل، (2) فرزندان نر مادران کنترل، (1ایجاد شد:(

گیــري شــد. هاي بعدي استفاده شدند. حافظه اجتنابی با شاتل باکس اندازهها براي آزمایشماده مادران والپروات. این گروه
  بررسی شد. qRT-PCRبا روش  MECP2, HDAC2, BDNFهاي هیپوکمپ فرزندان استخراج و بیان ژن

نر و ماده مادران والپروات نسبت به فرزندان نر و ماده کنترل مشاهده  داري در حافظه اجتنابی فرزندانیتغییر معن ها:یافته
رزندان نر مادران کنترل و والپروات با هم تفاوت معناداري را در ف MECP2, HDAC2, BDNFهاي ). بیان ژن<05/0Pنشد (

داري در مقایسه بــا فرزنــدان مــاده ها در فرزندان ماده والپروات، کاهش معنی)، در حالی که بیان این ژن<05/0Pنشان نداد (
   .)>05/0P( کنترل داشت
رسد تنابی فرزندان نداشت. هر چند به نظر میمصرف مزمن والپروات پیش از بارداري تاثیري در یادگیري اج استنتاج:

  تنظیمی را در هیپوکمپ متاثر بسازد. هايتواند به صورت وابسته به جنس بیان ژنمی
  

  ، والپرواتBDNF ،HDAC2 ،MeCP2حافظه اجتنابی،  واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
و در کنتــرل صــرع  و مشــتقات آن والپروییک اسید

ــه ــیکــار میتشــنج ب ــد، همچن ــایر ن رون ــرل س ــراي کنت ب
میگرنــی،  هايهاي سیســتم عصــبی نظیــر ســردردبیماري

 .)1،2(کــاربرد دارنــدمانیا، افسردگی و اخــتلال دو قطبــی 
از ســد که است کربنه  8اسید چرب یک  والپروییک اسید

  به عنوان والپروییک اسید  .)2(کندخونی مغزي عبور می
  

   m.sadegh@arakmu.ac.ir Email:p    ، دانشکده پزشکیدانشگاه علوم پزشکی اراك :اراك -مهدي صادق مولف مسئول:
  یرانمرکز تحقیقات علوم اعصاب، دانشگاه علوم پزشکی تربت حیدریه، تربت حیدریه، ااستادیار، . 1
  گروه فیزیولوژي، دانشکده پیراپزشکی، دانشگاه علوم پزشکی تربت حیدریه، تربت حیدریه، ایراناستادیار، . 2
  فیزیولوژي، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی اراك، اراك، ایرانکارشناسی ارشد . 3
  اراك، اراك، ایران  مرکز تحقیقات طب سنتی و مکمل، دانشگاه علوم پزشکیس ارشد بیوشیمی، اکارشن. 4
  دانشگاه علوم پزشکی اراك، اراك، ایراندانشکده پزشکی، مرکز تحقیقات پزشکی ملکولی،  .5
  فیزیولوژي، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی اراك، اراك، ایراندانشیار، گروه . 6
 : 29/10/1398تاریخ تصویب :             25/9/1398 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            20/9/1398 تاریخ دریافت  
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  و همکاران معصومه غلامی     

  101      1398، اسفند  182ماره دوره بیست و نهم، ش                                                         مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                  

 گزارش کوتاه

 هــابا تغییر استیلاســیون هیســتون هیستون داستیلازمهارکننده 
ــان ژن ــر بی ــوزوم و تغیی ــاختار کروم ــر س ــبب تغیی ــا س ه

ــودمی ــه .)3،4(ش ــان حامل ــارداري زن ــه در دوران ب اي ک
 ند، با احتمال زیادي کودکانکناستفاده می والپروییک اسید

 .)5- 7(آوردندداراي اختلالات عصبی شبه اوتیسم به دنیا می
 با این وجود براي مصرف آن پیش از بارداري منعــی وجــود

 یهــاینــزیم) جــزو آHDAC( داســتیلازهاهیستون  ندارد.
 و تغییر وضعیتها نبه داستیلاسیون هیستو منجرهستند که 
بــرداري فــاکتور مهــارگر نســخه .)8(شــوندمــیکروماتین 

)MeCP2 (methyl-CpG binding protein 2 با فراخواندن 
HDAC  ــه ــواحی متیل ــه ن ــدن  DNAب ــتیله ش ــبب داس س
ــواحی و در هیســتون نتیجــه غیرفعــال شــدن هــا در ایــن ن

 هاهیستون داستیلازوالپروییک اسید  .)9(شودکروماتین می
بــا والپروییــک اســید  . بنــابراین مواجهــهکنــدرا مهار می

ــدمی ــاموش نژ توان ــاي خ ــتون را بازه ــد. هیس ــال کن فع
) از جملــه فاکتورهــاي مهــم HDAC2داستیلاز نــوع دو (

مطالعــات بیــانگر  .)10(باشــنددر تغییرات اپی ژنتیک مــی
 ژنتیکدر فرایندهاي اپی MeCP2و  HDAC2نقش مهم 

ها سبب تغییر بیــان است و مشخص شده تغییر فعالیت آن
 هاي تنظیمی سلول از جمله فاکتور نوروتروفیکسایر ژن
 BDNF .)11(شــودویژه در هیپوکمپ می) بهBDNFمغزي (

ها طی فرایندهاي رشد و تمایز نــورونی در تنظیم بیان ژن
 پذیري سیناپسی هیپوکمــپو همچنین طی فرایندهاي شکل

شــوند، نقــش قابــل که منجــر بــه یــادگیري و حافظــه می
   .)12،13(توجهی دارد

ژنتیــک والپــروات و همچنــین با توجه به اثرات اپی
ژنتیک، این سوال احتمال انتقال بین نسلی این اثرات اپی

شود که آیا مصرف مــزمن والپــروات پــیش از مطرح می
 مصرف حین بارداري، رغم عدمبارداري درجنس ماده وعلی

تواند عوارضی را در فرزندان ایجاد کند. براي پاســخ می
به این پرســش در مطالعــه حاضــر، پیامــدهاي یــک دوره 

هاي ماده پــیش از مزمن مصرف والپروات سدیم در رت
هاي تنظیمی در هیپوکمپ فرزندان بارداري را بر بیان ژن

  و همچنین حافظه اجتنابی فرزندان بررسی کردیم.

  مواد و روش ها
رت ماده و یــک رت نــر  12 ین مطالعه تجربی،در ا

هفته) بــه عنــوان والــد وارد  10-9نژاد ویستار بالغ جوان (
ــرایط  ــا و ش ــات در دم ــدند. حیوان ــه ش ــاعت  12مطالع س

ساعت تاریکی با دسترسی آزاد بــه آب و  12روشنایی و 
غذا نگهداري شدند. مواجهه پیش از بــارداري بــا دارو و 

ــل فرزنــداآمــاده ــراي اســاس مطالعــات ســازي نس ن ب
هــاي صورت گرفت. در شروع مطالعــه، رت )14،15(قبلی

  ماده به صورت تصادفی در دو گروه قرار گرفتند: 
هــا روزانــه ): رتn=6گروه مــادران والپــروات ( -1

ــه  mg/kg 300لیتــر والپــروات ســدیم بــا دوز میلــی 5/0 ب
  .)16(کردندو داخل صفاقی دریافت می روز 30مدت 
لیتــر نرمــال میلــی 5/0): روزانــه n=6مادران کنترل ( - 2

  کردند.روز داخل صفاقی دریافت می 30سالین به مدت 
دو هفته پس از پایان تزریقــات (بــراي پــاك شــدن 
 والپروات ازبدن و تماس نداشتن مستقیم جنین با والپروات)،

 هاي ماده انجام شد. برايگیري و لقاح رت نر با رتجفت
نتــایج، ز اثر احتمالی تفاوت ژنــوم پــدري در جلوگیري ا

 گیري شــدند.هاي دو گــروه بــا یــک رت نــر جفــتماده
بارداري با مشاهده پلاك بارداري تائید شد. بعد از پایان 
شیردهی، دو فرزند نــر و دو فرزنــد مــاده از هــر مــادر بــه 
صــورت تصــادفی انتخــاب و در چهــار گــروه آزمایشــی 

)12=nفتند:زیر قرار گر ) به صورت  
ــرل ( -1 ــادران کنت ــاده م ــدان م   )، female cntفرزن

فرزنــدان  -male cnt ،(3فرزندان نر مــادران کنتــرل ( -2
فرزنــدان نــر  -female valp ،(4ماده مــادران والپــروات (

  ).male valpمادران والپروات (
هر گروه در آزمون حافظه اجتنابی نیمی از فرزندان 

ررســی بیــان ژن مــورد با شاتل باکس و نیم دیگر بــراي ب
ــرار ــد. اســتفاده ق هــا روي چهــار گــروه آزمــایش گرفتن

  هفته انجام شد. 6فرزندان در محدوده سنی 
 .)17(آزمون شاتل باکس در سه روز متــوالی انجــام شــد

آشنایی و حیوان بــا دســتگاه بــود. روز دوم حیــوان روز اول 
اق روشن قرار گرفت و در جداکننــده دو اتــاق ابتدا درون ات
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باز شد و مدت زمان ورود به اتاق تاریک بــراي هــر حیــوان 
 2 آمپــر بــه مــدتمیلی 2الکتریکی (سپس شوك ثبت شد. 

ثانیه) به حیوان اعمال شد. در روز سوم، آزمــایش مشــابه 
  پروتکل روز اول ولی بدون شوك الکتریکی تکرار شد.

ــان ژن،  ــراي بررســی بی ــت  RNAاســتخراج ب از باف
 هیپوکمپ توســط محلــول ترایــزول انجــام شــد. کمیــت

RNA  استخراج شده توسط نانودراپ تعیــین شــد. ســنتز
cDNA  توسط کیت شــرکتPars tous (خراســان، ایــران) 

ســنتز شــده وارد  cDNAانجام شــد. یــک میکروگــرم از 
گردیــد. تــوالی پرایمرهــاي  Real time PCRواکــنش 

  ارائه شده است. 1 دول شمارهمورد استفاده در ج
  

  qRT-PCRتوالی پرایمرهاي مورد استفاده در واکنش  :1 جدول شماره
  

  شماره دسترسی  توالی پرایمر ژن

GAPDH F:TCCCATTCTTCCACCTTTGATGCT 
R:ACCCTGTTGCTGTAGCCATATTCAT 

NM-017008.4 

BDNF 
F: CCATAAGGACGCGGACTTGT 
R: GAGGCTCCAAAGGCACTTGA 

NM_012513.4 

HDAC2 
F: TGAAGGAGAAGGAGGTCGAA 
R: GGATTTATCTTCTTCCTTAACGTCTG 

NM_053447.1 

Mecp2 
F:ATGGTAGCTGGGATGTTAGGG 
R:TGAGCTTTCTGATGTTTCTGCTT 

NM_022673.2 

  
به عنــوان کنتــرل داخلــی اســتفاده  GAPDHیمر پرا

از روش ســایبر گـــرین  qRT-PCRشــد. بــراي انجــام 
ســوئیس) اســتفاده شــد. مخلــوط مــواد  Roche (دســتگاه

 95ثانیــه در دمــاي  10چرخه شامل واسرشتگی  40براي 
درجــه  58ثانیه براي دماي  10گراد و اتصال درجه سانتی

 گراددرجه سانتی 72ثانیه در دماي  10راد و بسط گسانتی
ژن هــدف و   Ctاز تفاضل ΔCTحرارت داده شد. مقدار 

نسبت به گــروه  ΔΔCTمحاسبه شد. سپس  GAPDHژن 
کنترل محاسبه شد.براي به دست آوردن میــزان تغییــرات 

از اســتفاده شــد.  ΔΔct-2) از روش Fold changeبیان ژن (
ــراي 5(نســخه  GraphPad Prismنــرم افــزار آمــاري  ) ب

هــا در تحلیل آماري استفاده شد. ابتدا توزیــع نرمــال داده
ــون  ــا آزم ــروه ب ــر گ ــورد  Kolmogorov-Smirnovه م

گرفت و ســپس مقایســه پارامترهــاي آمــاري بررسی قرار
 هــايبــین چهــار گــروه آزمایشــی بــا اســتفاده از آزمــون

ANOVA ــه انجــام شــد. داده ــا دوطرف ــه ی ــه یکطرف هــا ب

شــاخص  P >05/0انــد. ارائه شده Mean±SEM صورت
  داري درنظر گرفته شد.یمعن

  

  یافته ها و بحث
تاخیر زمانی ورود از اتاق روشن به اتاق تاریک در 

) آزمــون post-training) و دوم (pre-trainingروز اول (
هــاي آزمــایش بــا آزمــون آمــاري شاتل باکس بین گروه
two-way ANOVA  و پس آزمونBonferroni  مقایسه

 ). در هر دو گروه، نرهاي کنتــرل1شمارهنمودار شده است (
 ) تاخیر زمــان ورود از اتــاقA -1شماره نمودار و والپروات (

 )Post-trainingروشن به اتاق تاریک در روز دوم آزمــون (
تــر از تــاخیر زمــانی روز اول داري بــیشیبه صورت معن

)Pre-training05/0( ) است< P(در دو گــروه کــه ، درحالی
)، تــاخیر B-1شــماره نمــودار هاي کنترل و والپروات (ماده

ــاوت  ــاخیر روز اول تف ــا ت ــه ب ــانی روز دوم در مقایس زم
ــ ــاوتیمعن ــود در روز دوم تف ــن وج ــا ای ــدارد. ب  داري ن
 داري بین نرهاي کنترل و نرهاي والپــروات و همچنــینیمعن

  د.هاي والپروات وجود ندارهاي کنترل و مادهبین ماده
  

  

  
  

حافظه اجتنابی والپروات قبل از بارداري بر  اثر مصرف: 1نمودار شماره 
داري بین نرهاي کنترل با نرهاي والپروات و فرزندان. تفاوت معنی

ها هاي والپروات وجود ندارد. دادههاي کنترل با مادههمچنین بین ماده
قایسه در م P >05/0ارائه شده اند. * بیانگر  mean±SEMبه صورت 

  باشد.می n=6با روز اول است. براي همه گروه ها 
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 ,MECP2هاي تنظیمــینتایج بررسی کمی بیان ژن

HDAC2, BDNF هــاي در بافت هیپوکمــپ بــین گــروه
و پــس آزمــون  one-way ANOVAآزمایشی با آزمــون 

Bonferroni ) 2 شمارهنمودار مقایسه شده است.(  
ــدا ــین فرزن ــه ب ــورد مطالع ــه ژن م ــر س ــان ه ــر بی ن ن

داري را نشان یوالپروات و فرزندان نر کنترل، تفاوت معن
ــاده  ــدان م ــرل و فرزن ــاده کنت ــدان م ــین فرزن ــا ب ــداد. ام ن

داري مشاهد شــد، بــه طــوري کــه یوالپروات تفاوت معن
بیان هر سه ژن در هیپوکمپ فرزندان مــاده والپــروات در 

داري را نشــان یمقایسه با فرزندان ماده کنترل کاهش معن
رسد والپروات پیش از بنابراین به نظر می .)P >01/0( ددا

هاي تنظیمــی بارداري به صورت وابسته به جنس بیان ژن
  را در هیپوکمپ فرزندان دستخوش تغییر کرده است.

نتایج مطالعه مــا در ســطح رفتــار یــادگیري اجتنــابی 
داري از والپروات نشان نــداد امــا بــا یفرزندان اثرات معن

 هاين مطالعات دیگر در این زمینه و محــدویتتوجه به فقدا
مطالعه ما، رد یا قبول فرضیه فوق نیــاز بــه ســنجش ســایر 
 ابعاد رفتاري دارد، به خصوص که نتایج مــا در بررســی بیــان

هاي ناحیه هیپوکمپ فرزندان نشــان داد کــه فرزنــدان ژن
ماده مادران والپروات، الگــوي بیــان ژنــی متفــاوتی را در 

فرزنــدان مــاده کنتــرل دارنــد. بنــابراین بــه نظــر  مقایسه با
رسد در سطح بیان ژن اثرات بین نسلی والپروات قابل می

ردیابی است و در مورد سه ژن مــورد بررســی در مطالعــه 
کنند. بــا ما این اثرات به صورت وابسته به جنس بروز می

هــاي تنظیمــی توجه به ایــن کــه هــر ســه ژن از ســري ژن
هاي دخیــل در فراینــدهاي رل سایر ژنباشند و در کنتمی

 توانخصوص در سیستم عصبی نقش دارند، میسلولی به
 انتظار داشت کارکردهاي سیستم عصبی را نیز تغییر دهند.

با این حال بــین نتــایج مــا در بررســی بیــان ژن و بررســی 
رفتاري همخــوانی مشــاهده نشــد. یــک دلیــل ایــن عــدم 

تــاري و محــدودیت تواند در نوع آزمون رفهمخوانی می
تواند اطلاعات قابل استخراج از آن باشد. دلیل دیگر می

به زمان و اثرات محیط بر کارکردهاي سیســتم برگــردد. 
طورکه در بخش روش کار نوشــته شــد، به عبارتی، همان

بررسی رفتاري در فرزندان بعد از طــی دوره شــیرخواري 
رات انجام شد. این فاصله زمانی و اثرات محــیط بــر تغییــ

پذیر بودن ایــن تغییــرات و ژنتیک با توجه به انعطافاپی
توانند برخی تغییرات شان از شرایط محیط میمتاثر بودن

احتمالی را جبران کند. در همین راستا یک مطالعه نشــان 
داده برخی از اثرات والپــروات بــر کارکردهــاي سیســتم 
عصبی و تغییرات ناشی از آن به صورت وابسته بــه زمــان 

  .)18(پذیر استرگشتب
ــی ــرات اپ ــه اث ــر پای ــب ب ــه جال ــک مطالع ــک ی ژنتی

والپروات و احتمال انتقال بین نسلی این اثرات نشــان داد 
انی که طی دوره جنینی در مواجهه با والپروات که فرزند

ــه تنهــا اخــتلال شــبه اوتیســم را نشــانقــرار داشــته  اند، ن
دهند، بلکه این اختلال را به نسل بعــدي خــود منتقــل می
  و انتقال ژنتیکوراثت اپیاین نتایج بیانگر  .)16(کنندمی

  

  
بیان هر سه ژن در هیپوکمپ فرزندان ماده والپروات در  .تنظیمی هیپوکمپ فرزندان اثر مصرف والپروات قبل از بارداري بر بیان ژن هاي .2نمودار شماره 

در  P >01/0شده اند. ** بیانگر ارائه  mean±SEMداده ها به صورت  .)P >01/0نی داري را نشان می دهد (مقایسه با فرزندان ماده کنترل کاهش مع
   می باشد. n=6است. براي همه گروه ها  )female cntمقایسه با ماده هاي کنترل (
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دهد تماس باشد و نشان میاثرات والپروات می نسلی بین

 ش از لقــاح و تشــکیلهاي جنسی ماده با والپروات پــیسلول
  هاي بعدي اثرگذار است.جنین، بر فنوتیپ فرزندان در نسل

  سپاسگزاري
ــه از طــرح تحقیقــاتی مصــوب  ایــن مطالعــه برگرفت
دانشگاه علوم پزشکی اراك می باشد. تضاد منافعی براي 

   نویسندگان وجود ندارد.
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