
 1400، 3، شماره 34جلد                                                                      )        مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

269 

 ژنهايمهاجرت سلولي و افزايش بيان  رشد و در مهار miRNA-34aاثر جايگزيني 
  سرطان كلون  HCT116رده سلولي در كاسپازي 

1نازنين جعفرپور
  3بهزاد برادران و* 2، حبيب عنصري 

  گروه ژنتيكواحد تبريز، ايران، تبريز، دانشگاه آزاد اسلامي،  1
  وه زيست شناسي سلولي و مولكوليگرحد مرند، وا، مرند، دانشگاه آزاد اسلامي ايران، 2

  تبريز، دانشگاه علوم پزشكي تبريز، مركز تحقيقات ايمونولوژي ايران، 3

  04/06/1398: تاريخ پذيرش  25/03/1398: تاريخ دريافت

  چكيده
طالعات انجام بر اساس م .است جهان در مير و مرگ علت چهارمين گوارش، دستگاه سرطان شايع ترين عنوان به كلون سرطان

در  miR-34aجايگزيني بررسي اثر هدف اين مطالعه، . در سرطان كولون كاهش مي يابد miRNA-34a (miR-34a)يافته، بيان 
سرطاني  سلولهايدر اين مطالعه تجربي از   .مي باشد نوسرطان كل سلولهايآپوپتوز القاي و سلولي مهاجرت رشد و مهار 

HCT116  در محيط كشتRPMI1640 انتقال. ستفاده شدا miR-34a  سرطاني توسط ريجنت  سلولهايبه داخلjetPEI  صورت
به داخل  miR-34aييد انتقال أبراي ت qRT-PCRسرطاني و تست  سلولهايبراي بررسي ميزان زنده بودن  MTTتست . گرفت

بررسي وضعيت مهاجرت  منظور به Wound healingدر نهايت، تست . استفاده شدي كاسپاز ژنهايبيان  و نيز بررسيسلولها 
ترانسفكت شده نسبت  سلولهايمورد نظر در  ژنهايتغييرات بيان  ميزان. كنترل انجام يافت سلولهايترانسفكت شده و  سلولهاي

ز باعث مرگ وابسته به د صورت به miR-34a ينشان داد كه القا MTTتست  .بررسي شد  Ct∆∆-2كنترل با روش  سلولهايبه 
 سلولهايرا در  miR-34a توجه قابلافزايش  qRT-PCRهمچنين نتايج حاصل از تست . ان كلوركتال مي شودسرط سلولهاي

HCT116  ترانسفكت  سلولهايرا در  9و  8، 3كاسپاز  ژنهايهمچنين افزايش بيان كنترل و  سلولهايبه  نسبتترانسفكت شده
كنترل  سلولهايترانسفكت شده را در مقايسه با  سلولهايرت مهاج كاهش Wound healing يت نتايج تستنها در .شده نشان داد

سرطان كولون دارد و مي تواند  سلولهايمهاجرت  رشد و  نقش مهمي در مهار miRNA-34aاين مطالعه نشان داد كه  .نشان داد
  .مولكولي باشد كانديداي مناسبي براي درمانهاي

  ، كاسپاز، مهاجرت سلوليHCT 116  ، سرطان كولون،miRNA-34a : يديكلهاي  واژه

  onsoribiomol@marandiau.ac.ir :، پست الكترونيكي 09144916337: تلفن: )مسئول نويسنده(* 

  مقدمه

در جهان پس از  يروم مرگ يكي از عوامل  سرطان
دومين علت   سرطان .)1(دباش يمقلبي و عروقي  يماريهايب

در  مرگعلت و سومين  يافته توسعه يكشورهامرگ در 
در ايران پس از و  )20( بوده يافته توسعه كمتر يكشورها

سومين علت مرگ به  عروقي و سوانح،- قلبي يماريهايب
شايع  بدخيميسرطان كلوركتال سومين  .)30( آيد يمشمار 

در  ها سرطانناشي از  و دومين علت مرگجهان در سطح 
به دليل افزايش  ).36و21( استايالت متحده آمريكا 
درمان، ميزان مرگ و مير روشهاي  غربالگري و پيشرفت

در ميان مردان  2015تا  1970لوركتال در سالهاي سرطان ك
با اين حال، بين . ه استكاهش يافتدرصد  52و زنان 
ان ، ميزان مرگ و مير در مي2015و  2006سالهاي 
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را افزايش  درصد 1سال به ميزان  55بزرگسالان جوانتر از 
 ترين شايعدر حال حاضر يكي از  .)5( نشان مي دهد

ي دستگاه گوارش در ايران سرطان كلوركتال است سرطانها
كه از نظر بروز در مردان ايراني رتبه سوم و در زنان ايراني 

ك ژنتي). 12( استرتبه چهارم را به خود اختصاص داده 
كه تقريباً  باشد يگير م و تك يدو نوع ارث سرطان كلوركتال

موارد ديگر  درصد 20گير و  موارد آن تك درصد 80
 تغييرمطالعات نشان داده اند كه  .)15و4( باشند يوراثتي م

، MSH2 ،MSHG ،PMS2مثل ( DNA كننده ترميم ژنهاي در
PMS و MLH1 (، سيگنالينگ هاي مسير ژنهاي )مثل 

CTNNB1، AXIN ، SFRP ،LRP  وBTRCP (ها نكوژن، پروتوا
 ژنهاي ،)P53 مثل(مهار كننده تومور  ژنهاي، ) K-RAS مثل(

-Caspaseو  Caspase-9 ،Caspase-8مثل (درگير در آپوپتوز 

در حالت طبيعي،  .دندر پيشرفت سرطان كلون نقش دار) 3
بيان همه اين ژنها با مكانيسمهاي مختلف تحت كنترل و 

 RNAمي باشند كه از جمله آنها مي توان به ميكرو تنظيم 
  . )16( اشاره كرد  (miRNAs)ها 

 miRNA  بزرگي از  يرگروهزهاRNA نظر ازكه  باشند يم ها 
ها در هسته  miRNAبيوژنز  .هستند شده  حفاظتتكاملي 

بال آن در سيتوپلاسم به همراه يك ناتقاق مي افتد و به د
ي به لوپروتيينسري پروتيينها تشكيل يك مجموعه ريبونوك

  .مي دهند RISC (RNA-induced silencing complex)نام 
miRNA بيان ژن را پس از رونويسي از طريق مهار  ها
و اين  كردهكنترل  آنهاتجزيه  يها يا القا mRNAترجمه 

انجام  mRNA در UTR-′3كار را از طريق اتصال به ناحيه 
 دوبه  ها سلولعملكردي در  ازنظررا ها  miRNA .دنده يم

، 27 ،14( كنند يم تومور و انكوژن تقسيممهار كننده  دسته
انساني شناسايي  miRNA مولكول 5300 حدود .)40 و 29

 ترين فراوان عنوان بهها  miRNA رو اين از و شده است
 miRNAكشف با  .)37( باشند مينظارتي در انسان  هاي ژن

نقش اين  ها در پستانداران و مطالعاتي كه در مورد
مهم به دو واقعيت  است گرفته انجامدر سرطان  مولكولها

در سرطان بيان  ها miRNA كهينااول  ;ه استاثبات رسيد

در هر  ها miRNA تغيير بياناينكه متفاوتي دارند و دوم 
، 22، 19( كند يمرا ايجاد  يفرد منحصربهنوع تومور علائم 

 سلولهاي انكوژن در يها miRNA بيان يشافزا .)44 و 23
  miRNAدر مقابل، .)11و 9(است شده مشخصتوموري 

را توموري كاهش بيان  سلولهايتومور در  كنندهمهارهاي 
ها  miRNA علت تنظيم نادرست). 33و32(نشان مي دهند 

 تغييرات اپي جهش، يجهدرنت تواند يمتوموري  يها بافتدر 
 .باشد miRNAپردازش و يا تغيير در  حذف ژني ،ژنتيك

 يا سركوب يكاوليه و  صورت به miRNAبيان نادرست 
miRNA يا  و ييتومور زادر  مؤثر صورت به تواند يم

مهاجرت  .)17 و 8، 7( رفت تومور نقش داشته باشدپيش
تومور  سلولهاييژگيهاي اصلي وسلولي و تهاجم از 

. ي از سرطان هستندمرگ ناشمتاستاتيك است كه مسئول 
است كه پتانسيل يك سلول تومور  شده شناختهي خوب به

شواهد نشان . براي متاستاز بستگي به عوامل متعددي دارد
د نقش مهمي در تنظيم نتوان يمها  miRNAدهد كه  يم

  .)31(باشند داشته تومور و متاستاز  سلولهايحمله 

باعث  شدن ها در تنظيم مسير سرطاني miRNAنقش 
و  اهداف مناسبي براي درمان سرطان باشند آنهاكه  شود يم

اختصاصي  هاي miRNAافزايش يا كاهش فراواني 
براي اصلاح  اي يلهوسمصنوعي ممكن است  صورت به

 .)41( باليني باشد يامدهايپتغيير  يجهدرنتبيولوژي تومور و 
ها در داخل بدن  miRNA يكار دستچند استراتژي براي 

جايگزيني  شهارو  اين ازكه يكي  باشد يمتحت بررسي 
miRNA  شواهدي مبني بر  .باشد يمسرطاني  سلولهايدر

مهم پاتوژنز سرطان  درگير در مسير ينهايپروتئاينكه تنظيم 
دارد وجود  ،شود يمها تنظيم  miRNAلون نيز توسط وك
)43(. miRNA  ضد توموري در  يژگيهايوهاي متعددي با

توان كه از جمله مي اند شدهلون معرفي و مطالعه وسرطان ك
  miRNA-34aدهژن كد كنن  .)31( اشاره كرد miR-34a به

 شده  واقع 1p36.22در موقعيت  1روي كروموزوم شماره 
به عنوان   miR-34a.باشد يماست كه ناحيه شكننده در ژنوم 

 سرطانهادر بيشتر  تومور شناخته شده و مهاركننده تنظيم 
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 miR-34aكاهش بيان و كولون  يهر سرطان سينه، ازجمله
  miR-34aط، بيان زيادايشر در بيشتر .است شده  گزارش

باعث مهار تكثير سلولي و يا القاي پيري زودرس سلولي 
كه القاي آپوپتوز بعد از افزايش  مي شود، در حالي

ديده شده  برخي مدلهاي آزمايشگاهي در  miR-34aبيان
  . )38(است

آپوپتوز مرگ برنامه ريزي شده سلول است كه جزء اصلي 
. نام كاسپاز مي باشده ب ينآن، يك سيستم ليز كننده پروتئ

كاسپازهاي آغازگر : كاسپاز ها به دو دسته تقسيم مي شوند
كه نقش اصلي آنها فعال كردن  12و  9، 8مثل كاسپازهاي 

پايين دست بوده و كاسپازهاي اجرايي مثل كاسپازهاي 
كه مسئول تخريب پروتئينهاي سلولي  7و 6، 3كاسپازهاي 

يند آپوپتوز طي چهار فعال شدن كاسپازها در فرا. هستند
و  )مسير داخلي( ميتوكندرياييمسير مي باشد كه مسير 

از ) مسير خارجي( مسير وابسته به گيرنده هاي مرگ
 9كاسپاز در مسير داخلي، . اهميت زيادي برخوردار هستند

كاسپاز مهمترين ، 3كاسپاز آغازگر و كاسپاز  به عنوان
به عنوان  8و در مسير خارجي، كاسپاز  مي باشداجرايي 

   ).42(كاسپاز آغازگر مي باشد

به جهت توانايي در   miR-34a ها و از جملهmiRNAامروزه 
هدف درگير در تومورزايي و  ژن نظيم بيان چندينت

، MYC،CDK4/6 ،BCL2، NOTCH1 مانند تومور گسترش
MET  سرطان مورد و تعداد زيادي از مولكولهاي درگير در

با توجه به اينكه از يك طرف  . )2(توجه قرار گرفته است
ش تكثير لون باعث افزايودر سرطان ك miR-34a يانبكاهش 

كمي و از طرف ديگر مطالعات  شود يم سلولي و متاستاز 
 يس سلوليآپوپتوز بر فرايند miR-34aباط با اثر در ارت

در  miR-34aجايگزيني هدف اين تحقيق  لذا وجود دارد،
و بررسي اثر اين  HCT116 رده سرطان كلون سلولهاي
miRNA ،اين رده سلولي و آپوپتوز مهاجرت بر ميزان رشد 
  .مي باشد

  

  مواد و روشها
در اين مطالعه تجربي كه در مركز تحقيقات : سلولي كشت

ايمونولوژي دانشگاه علوم پزشكي تبريز انجام يافت، 
پاستور  انستيتو بانك سلولي از HCT116سرطاني  سلولهاي

 RPMI1640ايران خريداري و در محيط كشت 
)NO.1775866X,Gibco (Lot   سرم جنين  درصد10حاوي

استريل شده  (FBS) (Lot NO.42Q7363,Gibco) يگاو
 آنتي بيوتيك درصد 1 ،يكرونيم 22/0 يلترهايف يلهوس به
 100µL /mL ، 2) ، استرپتومايسين IU/mL 100لين يپني س(
سديم پيروات كشت داده  درصد 1مولار گلوتامين و  يليم

 95 ،درجه سانتي گراد 37 دمايشده و در انكوباتور با 
 ر فلاسكهايددي اكسيد كربن درصد  5 رطوبت ودرصد 

mL 25 روز  3هر تعويض محيط كشت  .كشت داده شد
از گذشت مدت زمان لازم و  پس .بار انجام گرفت يك

ها جهت سلول ،درصد 80الي  70رسيدن سلولها به تراكم 
  .ندواقع شدمورد استفاده  مختلف انجام تستهاي

تترازوليوم  رنگ در اين آزمايش از نمك زرد:  MTTتست 
سلول  15000ابتدا تعداد  كه يطور  به ،دمي گرد استفاده

HCT116  همراه با محيط كشتRPMI1640 و FBS 10 
توزيع و در  تايي 96در هر چاهك از پليت  درصد

درصد رطوبت  95، درجه سانتي گراد 37 با دمايانكوباتور 
ساعت نگهداري  24به مدت  درصد دي اكسيد كربن 5و 

،  5/2با دوز هاي سلولها ساعت،  24بعد از گذشت  .شدند
افزايش  يبرا .شدندتيمار  miR-34a از نانومول 5/7و  5

به صورت  miR-34aز از هر د افزودن دقت در آزمايشات،
 37 سه تايي صورت گرفت و سپس پليت در انكوباتور

ساعت بعد محيط رويي  24 .قرار گرفت درجه سانتي گراد
چاهك به هر  سپس .دور ريخته شدو  به آرامي جمع آوري

 µL 200 از PBS ) شركتGibco ،Lot No.2259817  ،
دور  PBSو سپس  جهت شستشو اضافه گرديد )آمريكا

از  µL 50از مرحله شستشو، مقدار  پس .ريخته شد
 ، BioBasic،Lot No.DU21373R2شركت (  MTTمحلول



 1400، 3، شماره 34جلد                                                                      )        مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

272 

  RPMI1640  از محيط كشت كامل Lµ 100همراه با ) كانادا
ساعت در  4 چاهك افزوده و به هر FBS درصد 10حاوي 

درصد رطوبت  95، درجه سانتي گراد 37 با دماي انكوباتور
نكوبه شد و پس از سپري ا درصد دي اكسيد كربن 5و 

محلول رويي را  ،ساعت 4به مدت  يونانكوباسشدن زمان 
ز دي متيل ا Lµ 200 خارج كرده و سپس يآرام به

 ,Lot No.85011641,شركت(  (DMSO)يدسولفوكس

Applichem  به همراه  )كشور آلمانLµ 25  از بافر
 30و اين بار به مدت  شدسورنسون به هر چاهك افزوده 

انكوبه درجه سانتي گراد  37 دقيقه پليت را در انكوباتور
 ELISA Readerپليت در دستگاه  دقيقه، 30نموده و پس از 

 570و 630 موج طولبا  چاهكهاو تغيير رنگ  شد داده قرار
  .سنجيده شدتر نانوم

 miR-34a انتقال:  miR-34a يگزينيجا
)origene,USA,sku:sc400344(  به توجه بابه داخل سلولها 

 reagent  jetPEI از استفاده سازنده با دستورالعمل
)(Polyplus, France يك كهشد انجام reagent سفكت نترا

 كارايي بالا در  موجب است كه siRNA و DNA كننده قوي
106 تقريبي تعداد .مي شود DNA انتقال

در محيط سلول  
و در انكوباتور كشت  تايي 6 هايدر پليت RPMI1640كشت 
درصد و دي  95، رطوبت درجه سانتي گراد 37 با دماي

  .ساعت انكوبه شد 24درصد، به مدت  5اكسيد كربن 

 بميكروتيو 6در ترانسفكشن، با توجه به پروتكل 
 ترانسفكشنحيط كشت م µL30جداگانه مقدار  صورت به

و  ندشدتقسيم  Bو  Aها به دو گروه بميكروتيو ،ريخته شد
از  نانومول  5/7و  5،  5/2 به ترتيب مقادير Aدر گروه 
miR-34a  ريخته و در گروهB 5/1 بدر هر سه ميكروتيو 

 سپس محتويات ،ريخته شد jetPEI ميكروگرم بر ميلي ليتر
داده شد و بعد  انتقال B به ترتيب به گروه Aهاي بميكروتيو

زير در و محيط دقيقه در دماي  30از اسپين كردن به مدت 
كرده محيط رويي پليت را خالي  .هود لامينار انكوبه گرديد

انتخابي  يهاچاهكبه  Triplicate صورت بهو سه دز موجود 

 ساعت 6و بعد از شد در انكوباتور قرار داده و  انتقال
ها چاهكرا به  درصد FBS 20حاوي  RPMI1640 محيط

ه قراردادساعت در انكوباتور  24و به مدت اضافه كرده 
  .شد

كنترل و  سلولهايابتدا از  : cDNAو تهيه  RNAاستخراج 
 RNAاستخراج  و شدتهيه ترانسفكت شده رسوب سلولي 

 با استفاده از محلول ترايزول با نام تجاري 

RiboEx)شركتGene All،  Lot NO.REX15J12014 كره( 
يله وس به شده استخراج RNAغلظت  .انجام گرفت

 )آمريكا Thermoشركت( Nano Drop 2000cدستگاه

 EXIQONاساس كيت  بر cDNA سنتزيري شد و گ اندازه
   .يافت انجام )دانمارك EXIQONشركت (

Quantitative real time PCR  (qRT-PCR) :بعد از سنتز 
cDNA، 80 به 1پروتكل غلظت آنها به صورت  طبق 

 يلهوس به داخل سلولي miR-34a يزانم .سازي شدند يقرق
qRT-PCR براي تهيه مخلوط واكنش مقدار. دش يريگ اندازه 

و  dNTPs شامل Masterميكروليتر  cDNA ،5ميكروليتر  5/0
SYBRGreen )شركتEXIQON  ميكروليتر  1 و) دانمارك

  EXIQONشركت(  primer mix has-miRNA-34aيمرپرا
انتقال  qRT-PCRبهاي مخصوص ميكروتيوبه ) دانمارك
شركت (Light cycle 96 به دستگاه  ها نمونهسپس  .داده شد

Roche  با REF:05815916001J و باSN:11769 ،انتقال  )آلمان
در دقيقه  10 صورت بهآن طبق پروتكل  ي برنامهو شد داده 

 95 ثانيه دماي 10 صورت به دو مرحلهو درجه  95دماي 
ثانيه  6/1  در cycle 45طي درجه  60 ثانيه دماي 60و درجه 
Ramp و در پايان سيكل مرحله  Melting  در  .گرديدتنظيم

بر ميزان  miR-34a يها نسخهميزان بيان  ،اين روش كمي
 يريگ اندازه cDNA در طول تكثير يدشدهتولفلورسانت 

  (Exiqon, Denmark)اساس كيت بر تحقيق،در اين . شود يم
استفاده  miRNAكنترل داخلي براي  عنوان  به Snord48از 
   .شد
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در ارتباط با مورد بررسي در اين آزمايش  ژنهاي
 و Caspase-3 ،Caspase-8 ازعبارت آپوپتوزيس سلولي 

Caspase-9   به همراه ژنGapdh  به عنوان كنترل داخلي
 cDNA با استفاده از كيت سنتز هاژن اين cDNA. بودند

(Thermo,scientific,Rock ford,IL,USA) ميزان .سنتز شد 
 SYBR Green PCR Masterكيت بيان اين ژنها با استفاده از 

mix  )Ampliqon, Denmark ( و سيستمlight cycler 96 
)(Roche,Germany  از ژن . سنجيده شدGAPDH ه عنوانب 

جموعه پرايمر هاي مورد م.كنترل داخلي استفاده شد 
آنلاين طراحي  با استفاده از نرم افزارعه استفاده در اين مطال

  ). 1جدول ( طراحي شدند )http://www.NCBI.gov(پرايمر

Wound Healing Assay  :تعداد به  سلولها ،در اين تست
105 x5  پس از  .داده شدندكشت  يا خانه 24عدد در پليت

به كف  سلولهايدن ساعت انكوباسيون و چسب 24گذشت 
 ،با نوك سر سمپلر استريل ،پليت و پر كردن كامل كف آن
با بافر  بار يك چاهكهاو كرده شياري در محيط كشت ايجاد 

PBS 10بعد محيط كشت غني با  و شستشو داده شد%FBS  
سپس توسط ميكروسكوپ  .شدبه اين پليتها اضافه 

صفر چاهك در ساعت  از )Optika,XD5-3, Italy( معكوس
  مدتبعد از گذشت  شد، يبردار عكس) شروع تست(

از لبه  سلولهامهاجرت  ،ساعته 72ساعته و  48 يزمانها
ترانسفكت شده و  يها نمونهشكاف به محل شكاف در 

  .شد يبردار عكسنمونه كنترل مقايسه و 
  اسامي ژن ها و توالي پرايمرهاي مورد استفاده در اين مطالعه -1جدول 

Reverse primer Forward primer  Gene  
5′-caatcagcaagtatactgccct-3′ 5′-tggcagtgtcttagctggttgt-3′  hsa-miR-34a 

5′-gcgagcacagaattaatacgac-3′ 5′-tgatgatgaccccaggtaactct-3′  Snord48 
5′-catggctcagaagcacacaaac-3′5′-ctcggtctggtacagatgtcga-3′ Caspase-3 

5′-aggccagatcttcactgtcc-3′ 5′-ggtcacttgaaccttgggaa-3′  Caspase-8 
5′-cgcaacttctcacagtcgatg-3′ 5′-gtggacattggttctggaggat-3′  Caspase-9 

5'-actgtggtcatgagcccttc-3' 5'-gggtgtgaaccacgagaaat-3'  Gapdh  
  

تجزيه و تحليل آماري نتايج به دست  براي: آناليز آماري
 Graph Pad Prism6م افزار آمده از آزمايشات ذكر شده، از نر

 سلولهايبين بيان ژن براي تعيين تغييرات . استفاده گرديد
آناليز واريانس (، miR-34aكنترل و ترانسفكت شده با 

 Two-way ANOVAو  t test ،One-way ANOVA) يكطرفه
در نظر گرفته  p>05/0سطح معني داري  .انجام پذيرفت

  .شد

  نتايج
و  HCT116ردن رده سلولي پس از دفريز ك: كشت سلولي

و چندين سري پاساژ  انتقال به محيط كشت درون فلاسك
گرفتند قرار استفاده مورد فازلگاريتمي در سلولها دادن،

   ).1شكل(

 miR-34aزنده در اثر جايگزيني  سلولهايكاهش درصد 
 MTTتست  ،به منظور بررسي ميزان زنده ماندن سلولها: 

  5/7و  5،  5/2ز هاي دكه اين ميزان در  فتانجام گر
نشان  1همانطور كه در نمودار . گيري شداندازه نانومول 

با  HCT116 سلولهايداده شده است درصد زيستايي 
  .كاهش مي يابد miR-34aافزايش غلظت 

  
با  RPMI1640در محيط كشت  HCT116 سلولهاي  -1شكل

  40xيي نما بزرگ
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ترانسفكت  HCT116 سلولهايدر  miR-34aافزايش بيان  
 يرتأث ،cDNAسنتز و  RNAپس از استخراج : شده

و ميزان بيان  HCT116در رده سلولي  miR-34aجايگزيني 
miR-34a  ترانسفكت شده  سلولهايدر گروه كنترل و گروه

  .ارزيابي گرديد qRT-PCRتوسط 

  
در دوز هاي  HCT116 سلولهايماندن  زندهدرصد  -1نمودار

نشان  MTTاده هاي حاصل از تست آناليز د . miR-34aمختلف 
 miR-34aترانسفكت شده با  HCT116 سلولهايدهد كه بقاي مي

ز كاهش مي يابد در مقايسه با گروه كنترل به صورت وابسته به د
)p<0.05** .( 

در  miR-34aكه ميزان  نشان داد آمده دست به آناليز داده هاي
ري دابه طور معني  پس از جايگزيني HCT116 سلولهاي

(p˂0.01)  2نمودار( مي يابدافزايش نسبت به گروه كنترل(. 
به عنوان  Snord48نسبت به بيان ژن  miR-34aميزان بيان 

  .كنترل داخلي سنجيده شد

در  miR-34aكاهش مهاجرت سلولي با جايگزيني 
در  miR-34aي ارزيابي اثر افزايشي برا:  HCT116سلولهاي 

  Wound healingت، تسHCT116 سلولهايمهار مهاجرت 
ي از ا مجموعه صورت بهنتيجه اين تست . انجام يافت

تعداد سلولهاي مهاجر در گروه . شد يگردآور عكسها
 72و  48سلولهاي ترانسفكت شده و كنترل در زمانهاي 

ساعت شمارش و آناليز داده هاي حاصل با آزمون آماري 
Two-way ANOVA  دهنده نشاننتايج . صورت گرفت 

 miRNA-34aپس از جايگزيني  سلولهااجرت كاهش مه
  ).3و نمودار 2شكل (باشد  يم

آناليز داده هاي حاصل از : تغييرات بيان ژنهاي كاسپازي
نشان داد كه بيان   qRT-PCRمنحنيهاي تكثير به روش 

ژنهاي كاسپازي مورد مطالعه در اين تحقيق در اثر 
ه ترانسفكت شد HCT116در سلولهاي  miR-34aجايگزيني 

افزايش )  p˂0.05(نسبت گروه كنترل به طور معني داري 
  ).6و  5، 4ي نمودارها( يافته است 

  
 سلولهاينشان مي دهد كه ميزان مهاجرت  Wound healingتست . miR-34a ترانسفكت شده با HCT116 سلولهايتغيير در مهاجرت  -2شكل

  .ساعت كاهش يافته است 72و  48ر زمان هاي كنترل د سلولهايدر مقايسه با  miR-34aترانسفكت شده با 
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 HCT116سلولهاي در  miRNA-34aبيان  تغييرات -2نمودار 

ترانسفكت شده  سلولهايدر  miR-34aميزان بيان  . ترانسفكت شده
 **(در مقايسه با گروه كنترل به طور معني دار افزايش يافته است 

P<0.01(.  

به  Gapdhيان ژن ميزان بيان ژنهاي كاسپازي نسبت به ب
  .عنوان كنترل داخلي سنجيده شد

  بحث و نتيجه گيري
يكي از شايع ترين سرطانها است به  كلوركتال سرطان

طوري كه در كشورهاي توسعه يافته به عنوان سومين عامل 
مرگ در مردان و دومين عامل مرگ در زنان به شمار 

 ربسيا مختلف جغرافيايي در مناطق آن شيوع ).35(رود مي
افراد  سبك زندگي با نزديكي ارتباط باشد و يممتفاوت 

 سرطان موارد اكثر بالاي وراثت، نقش رغم يعل. دارد

 يآرام به چندين سال طي در و بوده يرگ تك كلوركتال

  .كند يم پيشرفت

  
 سلولهايدهد كه ميزان مهاجرت  نشان مي  Wound healingآناليز داده هاي حاصل از تست  .HCT116 سلولهاي مهاجرت ميزان  -3نمودار 

HCT116  ترانسفكت شده باmiR-34a  باشد مي ساعت 72 و48هاي زمان كنترل در سلولهايكمتر از.  

 يروم مرگ و بروز تواند ميزان يم غربالگري كه شده مشخص

 در اما دهد، ي كاهشتوجه قابل طور به را سرطان اين از ناشي

 اكثر اي در شده ياندهسازم غربالگري يها برنامه حاضر حال

بنابراين اهميت انجام ؛ )6(است يافتهن  تحقق كشورها
  مشخص زمينه  اين   در  تحقيقاتي   كارهاي   از   بسياري

  .شود يم

 miRNAتوموري در سرطان كولون همانند  كننده ي مهارها
باشند كه ميزان بيان  يميي ها miRNAشامل  سرطانهاساير 
. رابطه معكوس با سرعت و شدت سرطان دارند آنها

براي بازگرداندن بيان اين ي كارآمد روشهادستيابي به 
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miRNA  هاي مهاركننده تومور براي درمان و كنترل خود
 توجه موردسرطان و يا عوارض ناشي از اين بيماري بسيار 

 كنترل و مهار جهتمؤثر  راهكارهاي .)42و26(باشد يم
 و متاستاز يمولكول درك مكانيسم به نياز متاستاز پيشرفت
 مراحل در را فرايند متاستاز اي كه كننده يمتنظ يمولكولها
  .)39(داردكنند،  يم تنظيم مختلف

 

 HCT116در سلولهاي  Caspase-3تغييرات بيان ژن  -4 نمودار
  .miR-34aپس از جايگزيني 

باعث افزايش معني دار   HCT116در سلولهاي  miR-34aجايگزيني 
 **).  P<0.05( ل مي شود نسبت به گروه كنتر Caspase-3بيان ژن 

 

 HCT116در سلولهاي  Caspase-8تغييرات بيان ژن  -5نمودار 
  .miR-34aپس از جايگزيني 

باعث افزايش معني دار   HCT116در سلولهاي  miR-34aجايگزيني 
 **).   P<0.05( نسبت به گروه كنترل مي شود  Caspase-8بيان ژن 

 

 HCT116در سلولهاي  Caspase-9تغييرات بيان ژن  -6نمودار 
  .miR-34aپس از جايگزيني 

باعث افزايش معني دار   HCT116در سلولهاي  miR-34aجايگزيني 
 **).  P<0.05( نسبت به گروه كنترل مي شود  Caspase-9بيان ژن 

  

كنندگان اصلي بيان ژن،  يمتنظ عنوان بهها  miRNAكشف 
اجرت ي را در بحث مهار رشد و مهمؤثريدهاي تازه و ام

ي ها miRNAيكي از . است وجود آوردهدر سرطان به 
ي متعددي از كاهش بيان آن در گزارشهاكه  توجه مورد

سرطان سينه، ريه، كولون در  ازجملهي مختلف، سرطانها
 ازآنجاكه. )18(باشد يم miRNA-34aباشد،  يمدسترس 

در سرطان كولون باعث افزايش تكثير  miR-34aكاهش بيان 
را  miRNAتوان اين  يمشود،  يمو متاستاز و كاهش آپوپتوز 

يك هدف درماني براي سرطان كولون مطرح نمود  عنوان به
 miRNA Replacementو در اينجا روش جديدي به نام

therapy  شود كه در اين روش با جايگزيني  يممطرح
miRNA  سرطاني از طريق ترانسفكت  سلولهايدرmiRNA 
سرطاني به  سلولهايرا در  miRNAتوان بيان  يم، موردنظر

ي ژنهاموردنظر بيان  miRNAسطح طبيعي بازگرداند و 
از مزاياي اين . طبيعي تنظيم نمايد صورت بههدف خود را 

توان به پايداري مهار كننده هاي تومور، طبيعي  يمروش 
ي طبيعي بدن، كنترل مسيرهاي ايجاد بافتهادر  آنهابودن 

سرطان و تعداد زيادي انكوژن اشاره كرد و همچنين به 
نرمال  سلولهايفراوان اين مولكول در  وجود تعدادعلت 
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ته و از طرفي باعث افزايش ياف  كاهشعوارض جانبي 
  .)45و18(گردد  يمتوموري  سلولهايحساسيت 

كه با دستگاه  miR-34aر اين مطالعه نتيجه اوليه جايگزيني د
Real Time PCR ،بودن  آميز يتموفقحاكي از  نشان داده شد

ه از پروتكل با استفاد به درون سلول miR-34aروش انتقال 
jetPEI  تست نتايج .بود MTT يالقا كه داد نشان miR-34a 

مي  كلوركتال سلولهاي مرگ باعث زد به وابسته صورت به
 دار يمعنافزايش  qRT-PCRاز  آمده دست بهنتايج  .شود

miR-34a سلولهاياز جايگزيني در  پس HCT116  در
ت و بيانگر صحيح بودن ترانسفك مقايسه با گروه كنترل،

 تومورمهاركننده جهت افزايش  قبول قابلداشتن عملكرد 
miR-34a تست نتايج درنهايت .باشد يم Wound healing 
 با مقايسه در را شده ترانسفكت سلولهاي مهاجرت كاهش

مسو با نتايج هپيش رو نتايج   .داد نشان كنترل سلولهاي
بود كه نشان داد هدف  )2018(دنگ و همكارانش   مطالعه

در بافت سلولي سرطان معده موجب  miR-34aار دادن قر
 رده سلول سرطان معده،اين ژن در  توجه قابلافزايش بيان 

SGC-7901  كه بينما و همكارانش در  يا مطالعه .)10(گرديد
در فرآيند  miR-34aانجام دادند نشان داد كه  2014سال 

 .)25(داردتوموري سرطان كلوركتال نقش  سلولهايتشكيل 
 دهنده نشان ،2018تنگلو و همكارانش در سال  مطالعه

كاهش تكثير و مقاومت دارويي در سرطان تخمدان با 
 miRNA جايگزيني ،درواقع .)24(بود  miR-34aجايگزيني 

 عليه مؤثر استراتژي يك ،تومور كننده سركوب يها
 بر مبتني انتخابي تحويل يستمهايس و تومور ناهمگني

RNA و عالي روش يك رسد يم نظر به و كند يم فراهم را 
همچنين   .)28(است تومور دادن قرار هدف براي مؤثر

در مطالعه اي بر روي سرطان ) 2017(ژنگ و همكارانش 
 ژنهايبا هدف قرار دادن   miR-34aكلون، نشان دادند كه 

Notch1  وJagged1  در رده سلوليSW480  باعث تضعيف
سرطاني مي شود كه نتايج اين  سلولهايمهاجرت و تهاجم 

  ).45( مي باشد  اين تحقيقز همسو با نتايج مطالعه ني

درمان مولكولي  دهد يمنشان  مذكوركه مطالعات  طور همان
براي درمان پيشرفت هدفمند يك فناوري جديد در حال 

يك درمان هدفمند است كه در آن  يدرمان ژن .سرطان است
كه دچار افزايش يا كاهش بيان  استهدف يك ژن خاص 

براي جلوگيري  مؤثردرمان  .شود يم توموري سلولهاي در
 كننده يينتع يها مولكولاز رشد بستگي به شناسايي دقيق 

 ي كننده يتهداتنظيمي  يها شبكهاين فرآيند كشنده و درك 
يكي از  .)18(دارد عملكردي  يها مولكولاين  هاي يتفعال

اهداف درماني در  عنوان بهها  miRNAمزاياي استفاده از 
 mRNAچندين  تواند يم miRNAسرطان اين است كه يك 

هدف  مي تواند mRNAيك  و همچنين را هدف قرار دهد
پيش  يها دادهبر اساس  .)34( ردگي قرار  miRNAچند 

بود كه  يا miRNAاولين  miR-34a ،2013سال در باليني 
سرطان كبد با  به مبتلاآزمايش باليني در بيماران  Iبه فاز 

 USA،TX،Austin miRNA Therapeutics  يمالحمايت 
-miR از يك مقلد MIRX34 Therapeutics miRNA .رسيد

34a  كه توسط  همحصورشداست كه در يك كيسه ليپوزوم
)Bothell,WA,USA (Marina Biotech كه با  است يجادشدها

روي  miR-34aحاوي  Nov340 Liposomeاستفاده از وكتور 
 ها آنكه سرطان كبد در  ييها موشسرطاني كبد و  سلولهاي
 يجنتا يافت وانجام  Invivo و Invitro صورت بهبود  القاشده
 تكثير، و كاهش ها موشحذف تومور در  دهنده نشان

كه بود سرطاني  سلولهايو افزايش آپوپتوز در  متاستاز
فان و همكاران  .)3(نتايج مطالعه ما همسو با اين مطالعه بود

اپي تليال لنز نشان دادند   لولهايسدر مطالعه روي ) 2017(
باعث پيشرفت مسير ميتوكندريايي آپوپتوز با  miR-34aكه 

از طريق مهار بيان ژن  3و كاسپاز  9فعال شدن كاسپاز 
Notch2  در مسير سيگناليNotch  13(مي شود.(  

باعث كاهش  miR-34aافزايش  نشان مي دهد حاضر مطالعه
مستقيم باعث افزايش و به طور غير رشد كاهش  ،مهاجرت

 HCT116 شدهترانسفكت  سلولهايكاسپازي در  ژنهايبيان 
را و قابليت تومورزايي مي شود كنترل  سلولهاينسبت به 

با اين وجود مطالعات بيشتر در بررسي اثر  .ددهمي كاهش 
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miR-34a  سرطان كلون و ديگر  سلولهايبر آپوپتوز
 عنوان بهبتواند  miR-34aتا شايد  سرطانها پيشنهاد مي گردد

يك هدف در ژن درماني سرطان كلون مورد توجه قرار 
 .گيرد
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Abstract 

Colorectal cancer as the most common cancer of the digestive tract is the fourth leading 
cause of death in the world. According to studies, miRNA-34a (miR-34a) expression 
declines in colon cancer. The aim of this study was to investigate the effect of miR-34a 
on growth and migration inhibition and apoptosis induction of colon cancer cells. In this 
experimental study, HCT116 human colorectal cancer cells were used in RPMI1640 
medium. MiR-34a transmission into cancer cells was performed by the jetPEI 
transfection reagent. MTT assay to determine the survival of cancer cells and the qRT-
PCR test to confirm the transfer of miR-34a to the cells and also an investigation of the 
expression of Caspase genes were used. Finally, the Wound healing test in order to 
investigate the migration status of transfected and control cells was performed. The 
expression changes of the intended genes in the transfected cells were compared with 
the control cells using the 2-ΔΔCt method. The MTT test showed that induction of miR-
34a, dose-dependent, causes the death of colorectal cancer cells. Also, the results of the 
qRT-PCR test revealed a significant increase of miR-34a in the HCT116 transfected 
cells compared to the control cells as well as increased expression of Caspase-3, -8 and 
-9 genes in transfected cells. Ultimately, the results of the Wound healing test showed 
reduced migration of transfected cells compared to the control cells. The study showed 
that miRNA-34a plays an important role in inhibiting the growth and migration of colon 
cancer cells and can be a good candidate for molecular therapies. 

Keywords: miRNA-34a, Colon Cancer, HCT 116, cell migration, caspase 

  

 


