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Abstract 
Objective: MicroRNAs (miRNAs) are single-stranded small RNAs 18-25 nucleotides in 
length that regulate gene expression through translational inhibition and mRNA cleavage. 
Aberrant expression of miRNAs contribute to several diseases. This has increased interest 
in profiling the expressions of these molecules. Real-time quantitative PCR (RQ-PCR) is 
a sensitive, quantitative technique for gene expression assessment. To correct for 
systematic variables such as the amount of starting template, RNA quality and enzymatic 
efficiencies, RQ-PCR data is commonly normalized to an endogenous control gene which 
is stably-expressed across the test sample set. To avoid occurring further error in the 
quantification of gene expression data, it is necessary that candidate endogenous controls 
be validated in the samples of interest. In this study the expression of miRNA-16 and 
small nuclear RNA (snRNA)-U6 in hepatocellular carcinoma (HCC) cell lines under 
dendrosomal curcumin treatment were evaluated to identify appropriate endogenous 
controls for dendrosomal curcumin-related miRNA expression assays.  
Methods :  HCC cell lines were treated with dendrosomal curcumin. Dendrosomal 
curcumin entry into HepG2 and HuH-7 cells was assessed by fluorescent microscopy 
images. RNA was extracted and cDNA, after polyA polymerization, was synthesised. 
Then, we performed gene expression assays using RQ-PCR.  
Results: In this treatment condition, miRNA-16 for HepG2, snRNA-U6 and the 
combined miRNA-16 and snRNA-U6 for HuH-7 were suitable endogenous controls.  
Conclusion: These genes are appropriate endogenous controls for miRNA expression 
assays in HCC cell lines under treatment with dendrosomal curcumin. There are stable, 
non-significant expression changes of these genes. 
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 چكيذٌ
 mRNA٘ٛوّئٛت٥ذ اػت وٝ ثاب ٟٔابس تشخٕاٝ ٚ ثاشؽ      25-18ا٢ ثب ًَٛ  ٞب٢ وٛچه ته سؿتRNAٝٞب microRNA: َذف

ٞب٢ ٔختّف اػت واٝ ا٤اٗ ٔؼائّٝ ػ لاٝ      ٞب اص ػٛأُ سخذاد ث٥ٕبسmicroRNA٢دس تٙظ٥ٓ ث٥بٖ طٖ ؿشوت داسد. ث٥بٖ ٘بٞٙدبس 
ٖ      RQ-PCRٞب سا افاضٚدٜ اػات.    ث٥بٖ آٖ ٕ٘ب١٤ثٝ ثشسػ٣  ٞبػات. ثاشا٢ تلا ٥      تى٥ٙىا٣ وٕیا٣ ٚ اؼابع دس ثشسػا٣ ث٥ابٖ ط

٢ٛ آغبص٤ٗ، و٥ف٥ت  ٓ RNAتغ٥٥شات ػ٥ؼتٕبت٥ه اص خّٕٝ ٥ٔضاٖ اٍِ ٤اه طٖ  ٘ؼاجت ثاٝ    RQ-PCRٞاب٢   ٞاب دادٜ  ، وبسآ٣٤ آ٘اض٤
. ثاشا٢ خّا٥ٌٛش٢ اص   ؿاٛد  ػابص٢ ٔا٣   اػاتب٘ذاسد ؿاٛد،   ٔا٣ ًٛس پب٤ذاس ث٥ابٖ   ٞب٢ آصٖٔٛ ثٝ صاد وٝ دس ٔدٕٛػٝ ٕ٘ٛ٘ٝ وٙتشَ دسٖٚ

ٖ  ػبص٢ دادٜ وٕی٣ ١سخذاد خٌبٞب٢ ث٥ـتش دس ص٥ٔٙ ٖ   ٞب٢ ث٥بٖ، اسص٤ابث٣ ط آصٔاب٤ؾ   ١صاد وب٘ذ٤اذ ثاشا٢ ٞاش ٕ٘ٛ٘ا     ٞاب٢ وٙتاشَ دسٚ
ٞب٢ ػ٣ِّٛ ػشًب٣٘ وجذ ت ات ت٥ٕابس ثاب     دس سدٜ microRNA-16  ٚsnRNA-U6ٞب٢  طٖ هشٚس٢ اػت. دس ا٤ٗ ٌٔبِؼٝ ث٥بٖ

   ٖ ٔاشتجي ثاب    ٞاب microRNAصاد ٔٙبػات ثاشا٢ ٌٔبِؼابت ػاٙدؾ ث٥ابٖ       وٛسو٥ٔٛٗ د٘ذسٚص٣ٔٚ ثٝ ٔٙظاٛس تؼ٥ا٥ٗ وٙتاشَ دسٚ
 وٛسو٥ٔٛٗ د٘ذسٚص٣ٔٚ اسص٤بث٣ ؿذ.  

اًد ي ريش ٞاب٢   ذسٚص٣ٔٚ ت٥ٕبس ؿذ٘ذ. ٚسٚد وٛسو٥ٔٛٗ د٘ذسٚص٣ٔٚ ثٝ سدٜٞب٢ ػ٣ِّٛ ٔٛسد ٘ظش تٛػي وٛسو٥ٔٛٗ د٘ : سدَٜا م
ٝ  RNAثشسػا٣ ؿاذ.    فّٛسػاٙت ثب تل٤ٛشثشداس٢ تٛػي ٥ٔىشٚػاىٛح   HepG2  ٚHuH-7ػ٣ِّٛ  ٞاب٢ ٔاٛسد ٘ظاش     اص ٕ٘ٛ٘ا

 ػٙدؾ ث٥بٖ كٛست ٌشفت.   RQ-PCRا٘دبْ ؿذ. ػپغ تٛػي سٚؽ  Aثب سٚؽ افضٚدٖ دْ پ٣ّ  cDNAاػتخشاج ٚ ػٙتض

دس ا٤اٗ ؿاشا٤ي    HepG2ثاشا٢   HuH-7  ٚmiRNA-16ثاشا٢   ٤U6  ٚmiRNA-16ب تشو٥جا٣ اص   U6٘ـبٖ داد ٘تب٤ح : وتایج
 صاد ٔٙبػت اػت.   ت٥ٕبس ثشا٢ طٖ وٙتشَ دسٖٚ

ٝ   صاد ثٝ د٥ُِ ػذْ تغ٥٥ش ث٥بٖ ٔؼ٣ٙ ٞب٢ وٙتشَ دسٖٚ تٛاٖ اص ا٤ٗ طٖ دس ٔدٕٛع ٣ٔ: گيری وتيجٍ ٞاب٢   داس ٚ پب٤ذاس٢ ث٥بٖ ثا٥ٗ ٕ٘ٛ٘ا
 ٞب٢ ػ٣ِّٛ اػتفبدٜ وشد. ٞب ت ت ت٥ٕبس ثب وٛسو٥ٔٛٗ د٘ذسٚص٣ٔٚ دس ا٤ٗ سدmicroRNAٜػٙدؾ ث٥بٖ  آصٖٔٛ، ثشا٢

 
 صاد، وٛسو٥ٔٛٗ د٘ذسٚص٣ٔٚ، ػشًبٖ وجذ ، طٖ وٙتشَ دسmicroRNA ،RQ-PCRٖٚ: کليذياشگان

 

 

 مقذمٍ
ٞب ًٛفب٣٘ ػظ٥ٓ  ٞب٢ وٛچه دس ٤ٛوبس٤ٛتRNAوـف 

 ٚ ٘مؾ ( ٤miRsب  miRNAsٞب ) ٥ٔRNAىشٚ ثٛد وٝ ثب وـف 

 
 20ؿشٚع ثٝ ٚص٤ذٖ وشد ٚ  1993ٞب دس وٙتشَ تشخٕٝ اص ػبَ  آٖ

ٞاب٢  RNAٞاب  ٤miRبثذ.  ػبَ اػت وٝ ادأٝ داسد ٚ ؿذت ٣ٔ
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سد٠ خذ٤اااذ٢ اص ٘ٛوّئٛت٥ااذ٢،   25-18غ٥ااش وااذ ؿااٛ٘ذٜ    

اػات واٝ    صاد دسٖٚغ٥ش وذ وٙٙذٜ  RNAٞب٢ وٛچه  ِٔٛىَٛ

 mRNAك تدض٤ٝ ث٥بٖ طٖ سا دس ػٌ  پغ اص س٤ٛ٘ٚؼ٣ اص ًش٤

ب٤اذ   تٙظا٥ٓ ٔا٣  آٖ ٤ب ٟٔبس تشخٕاٝ   . اص صٔابٖ وـاف   >2، 1=ٕ٘

RNA   ٜٞب٢ وٛچه غ٥ش وذ وٙٙاذlin-4  ٚlet-7   ٚ صٜ )واٝ أاش

اٖٛ  ثٝ اب٘غ     ؿٙبختٝ ٔا٣  miRػٙ ؿاٛد(، دس وبنٙٛٞبثاذ٤ت٥غ اٍِ

(Caenorhabditis elegance )=3 ،4<   ا٣ِٛ ، تبوٖٙٛ كاذٞب تا

miR تب ا٘ؼبٖ، ؿٙبختٝ د ٖ س دأٙٝ ٚػ٥ؼ٣ اص ٔٛخٛدات، اص ٥ٌبٞب

واٝ   miRطٖ سٔاض وٙٙاذٜ    1000ثشا٢ طْ٘ٛ ا٘ؼابٖ  ؿذٜ اػت. 

ؿٛد.  ؿٛد، تخ٥ٕٗ صدٜ ٣ٔ اذٚداً ٤ه دسكذ طْ٘ٛ سا ؿبُٔ ٣ٔ

ٞب تٙظ٥ٓ ث٥بٖ ٤ه ػْٛ طْ٘ٛ ا٘ؼب٣٘ سا  miRسػذ ا٤ٗ  ٘ظش ٣ٔ ثٝ

ٝ سٚ 200تمش٤جبً  miRثش ػٟذٜ داؿتٝ ثبؿذ. ٞش  ًاٛس   ٘ٛؿت سا ثا

دٞذ، ا٤ٗ دس اب٣ِ اػات   ٔؼتم٥ٓ ٤ب غ٥ش ٔؼتم٥ٓ ٞذف لشاس ٣ٔ

اٛ٘ذ ثب ث٥ؾ اص ٤ه  وٝ ٤ه طٖ سٔض وٙٙذٜ پشٚتئ٥ٗ ٥٘ض ٣ٔ  miRت

اٖٛ تٙظ٥ٓ وٙٙذٜ ٞب ثmiRٝ. ٘مؾ و٥ّذ٢ >5=تٙظ٥ٓ ؿٛد  ٞاب٢   ػٙ

ثٙااذ٢ تىاا٣ٙ٤ٛ  صٔاابٖ ٞااب٢ ٔختّااف ػاا٣ِّٛ ٘ظ٥ااش  فشآ٤ٙااذ

(Developmental Timing ،تٕااب٤ض ثاابفت٣ ،) ،تىث٥ااش ػاا٣ِّٛ

اٛ ، تذاْٚ ت ثٙاذ٢ تىا٤ٛٗ:    صٔبٖث٥ٙبد٢ )٘ب٣٤ ػَّٛ تى٤ٛٗ ا٘ذاْ

Developmental Timing ،)ِّٛؿاذٜ  ٢ض٤ا س ثش٘بٔٝ ٣ٔشي ػ 

(Apoptsis ،)تٛٔٛس  ( صا٣٤، تٟبخٓ، ٔتبػاتبصMetastasis)  ٚ

ٝ >6، 4=ثٝ اثجبت سػ٥ذٜ اػت  صا٣٤ سي ٞاب  miRخاب٢   . ث٥بٖ ٘بثا

ط٘ت٥ه ٚ ٘مق دس ٔبؿ٥ٗ پاشداصؽ   د٥ُِ تغ٥٥شات ط٘ت٥ه، اپ٣ ثٝ

ٞب٢ ا٘ؼب٣٘ ٌضاسؽ ؿاذٜ اػات ٚ    ٞب دس ثؼ٥بس٢ اص ػشًبٖ آٖ

اٛٞذ ٔؼتذ٣ِ دس ا٤ٗ ص٥ٔٙٝ ٔج٣ٙ ثاش ٘ماؾ و٥ّاذ٢     ٞاب   miRؿ

اٖٛ  ثٝ ٖ ػشػٙ ٌش تٛٔٛس دس تٛػؼٝ ثؼ٥بس٢ اص  ٤ب ػشوٛة صا ًبٖط

َ   .>9-7=ٞب٢ ا٘ؼب٣٘ ٚخاٛد داسد   ثذخ٣ٕ٥ ٞاب دس   ا٤اٗ ِٔٛىاٛ

ٞب٢ ثب تـخ٥ق هؼ٥ف ٚ ٔمبْٚ  صا٣٤ وجذ وٝ اص ػشًبٖ ػشًبٖ

-11=وٙذ  ٞٓ ٘مؾ لبثُ تٛخ٣ٟ ثبص٢ ٣ٔ، >10=ثٝ دسٔبٖ اػت 

ػذْ پبػخ ثٝ دسٔبٖ ٔٙبػت دس ػشًبٖ وجذ اػتفبدٜ  د٥ُِ . ثٝ>18

اٛ٘ذ ا٥ٕٞات داؿاتٝ ثبؿاذ. اص     ٞب٢ دسٔب٣٘ خذ٤ذ ٣ٔ اص سٚؽ ت

َ ابهش ٔٛسد تٛخٝ ٣ٔ سٚؽ اٖٛ ثٝ اػتفبدٜ اص  ٞب٢ دسٔب٣٘ اب ت

ٔؼتخشج اص ٥ٌبٞبٖ ٚ تشو٥ت فؼبَ  تشو٥جبت غزا٣٤ ػٙت٣ ص٤ؼت

 ٗٞاب٢ ٘ا٤ٛٗ دسٔاب٣٘ اؿابسٜ واشد. وٛسوا٥ٔٛ       ٞب ثاب سٚؽ  آٖ

(Curcumin) ٍِٛ٘اب )  ٔؼتخشج اص ٥ٌبٜ وٛسوٛٔبCurcuma 

Longa) ُٔٞب  ٤ى٣ اص ا٤ٗ تشو٥جبت اػت وٝ ثب اػتفبدٜ اص ٘ب٘ٛاب

ٖ ثش ٔـىُ ا ٥ِت ٚ هؼف آٖ دس ٚسٚد ثٝ ػَّٛ،  ٚ فبنك آٔذ

٣ٔ    ٖ اٛ٘ذ ا٘تخبة ٔٙبػاج٣ دس دسٔابٖ ػاشًب ٞاب٢ ٔمابْٚ ثاٝ     ت

ث٥ٕابس٢   ًٛس وٝ ػاشًبٖ ٤اه   ٞب٢ ٔٛخٛد ثبؿذ. ٕٞبٖ دسٔبٖ

اٛ٘اب٣٤        چٙذػب٣ّٔ اػت، ثاشا٢ دسٔابٖ آٖ ثاٝ تشو٥جابت٣ واٝ ت

ٖ ػ٣ِّٛ سا داسد، ٥٘بصٔٙذ٤ٓ. اغّت  ٞذف ٥ٌش٢ اخضا٢ ٔتؼذد دسٚ

َ ابهش ٤ه ٞذف دسٖٚ ػ٣ِّٛ داسد  تشو٥جبت ؿ٣ٕ٥ دسٔب٣٘ اب

ا٤ٗ دس اب٣ِ اػت وٝ آغبص ٚ پ٥ـش٢ٚ ػشًبٖ ثاب اخات َ دس   

بٖٕٞشاٜ ا پ٥بْ سػب٣٘كذٞب طٖ ٚ ٔؼ٥شٞب٢   ٠دٞٙاذ  ػت وٝ ٘ـ

٥٘بص ٔجشْ ثٝ داسٚٞب٣٤ ثب چٙذ٤ٗ ٞذف ثشا٢ غّجاٝ ثاش ػاشًبٖ    

اٛ٘ب٣٤ تٙظ٥ٓ ٔؼ٥شٞب٢ دسٖٚ  اػت. اص آٖ خب٣٤ وٝ وٛسو٥ٔٛٗ ت

ػاا٣ِّٛ ٔختّفاا٣ سا داسد ا٘تخاابة ٔٙبػااج٣ ثااشا٢ دسٔاابٖ ٚ   

٥ٌش٢ اص ػشًبٖ اػت. تشو٥ات وٛسوا٥ٔٛٗ ٚ ٘ب٘ٛابٔاُ     پ٥ؾ

٣ٔ ٤اب ٘اب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗ   د٘ذسٚص٣ٔٚ ثٝ ٘بْ وٛسو٥ٔٛٗ د٘ذسٚصٚ

ثشاػبع ٌٔبِؼبت ا٘دابْ ؿاذٜ تٛػاي ٔ ممابٖ ابهاش آثابس       

دس  ٚ (in vivo) دس ثذٖ كٛست داس٢ دس ٟٔبس ػشًبٖ ثٝ ٔؼ٣ٙ

ابٖ دادٜ اػاات   (in vitro) ٔ ا٥ي آصٔب٤ـاٍب٣ٞ   . >28-19=٘ـ

ػبص٢ ٞشچٝ ث٥ـاتش تایث٥ش    ث٥ـتش ثشا٢ سٚؿٗ ثٙبثشا٤ٗ ت م٥مبت

ٗ دس ٔؼ٥شٞب٢ ٔتؼذد ػ٣ِّٛ ٣ٔ اٛ٘ذ پ٥ـجشد٢ دس  ٘ب٘ٛوٛسو٥ٔٛ ت

ثب٣ٙ٥ِ ا٤ٗ تشو٥ت ثبؿذ. تب ثٝ ابَ ت م٥م٣ ٔج٣ٙ  ٠ساػتب٢ اػتفبد

َ  ثش تؼ٥٥ٗ وٙتشَ دسٖٚ ٞاب٢ ػاشًبٖ وجاذ     صاد ٔٙبػت دس ػاّٛ

ٚ ٕٞچ٥ٙٗ ثشسػ٣ اس ٝ اػت  ٚ كٛست ٍ٘شفت  ٗ ٥ٔ تجبى ٘ب٘ٛوٛسوٛ

ب١٤ ذٜ اػات. تؼ٥ا٥ٗ طٖ    miRث٥بٖ  ٕ٘ دس ػشًبٖ وجذ ٌٔبِؼٝ ٘ـ

ٝ  صاد ٔٙبػت ٔمذٔٝ وٙتشَ دسٖٚ . ثاب  ا٢ اػات  ا٢ ثش چ٥ٙٗ ٌٔبِؼا

اٖٚ دس ص١ٙ٥ٔ  ٖ  تٛخٝ ثٝ ٌٔبِؼبت فشا صاد،  تؼ٥ا٥ٗ طٖ وٙتاشَ دسٚ

اٛع ثبفت، ت٥ٕبس ٤ب ث٥ٕبس٢ ٤ه وٙتشَ دسٖٚ ٞب  صاد ٔـتشن ثشا٢ ا٘

ذٜ اػت، ثٙبثشا٤ٗ ثشا٢ خ٥ٌّٛش٢ اص سخاذاد خٌاب دس    ٔؼ٥ٗ ٘ـ

صاد  ٞب٢ وٙتشَ دسٖٚ ٞب٢ ث٥بٖ، اسص٤بث٣ طٖ ػبص٢ دادٜ وٕی٣ ١ص٥ٔٙ

٘ٛ َ داخ٣ّ  آصٔب٤ؾ هشٚس٢ اػت. ١وب٘ذ٤ذ ثشا٢ ٞش ٕ٘ ٖ وٙتش ٚ ط د

 microRNA-16  ٚsnRNA-U6 (small nuclearٔشػااْٛ 
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RNAٝاٖٛ وٙتشَ دسٖٚ ( دس ٌٔبِؼبت ص٤بد٢ ث بث٣ ٚ صاد اسص٤ ػٙ

ا٢ تٛػي  دس ٌٔبِؼU6ٝٚ ٕٞچ٥ٙٗ  >37-29=اػت   اػتفبدٜ ؿذٜ

اٖٛ وٙتشَ داخّا٣ دس   ٔ ممبٖ ابهش ثٝ  ػا٣ِّٛ ٥ٌّٛٔاب   ٠سدػٙ

(Glioma)  ٢ ثشسػا٣ ث٥ابٖ   ت ت ت٥ٕبس ثب ٘ب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗ، ثاشا

miR دس ت م٥ك ابهش ٥٘ض ث٥بٖ ا٤ٗ دٚ  .>21= اػتفبدٜ ؿذٜ اػت

ٞااب٢ ػاا٣ِّٛ ػااشًب٣٘ وجااذ ت اات ت٥ٕاابس ثااب      دس سدٜطٖ 

    ٖ صاد ٔٙبػات ثاشا٢    ٘اب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗ ثاشا٢ ثشسػا٣ وٙتاشَ دسٚ

ٔااشتجي ثااب ت٥ٕاابس   ٞاابmicroRNAٌٔبِؼاابت ػااٙدؾ ث٥اابٖ  

 ٘ب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗ دس ػشًبٖ وجذ اسص٤بث٣ ؿذ. 

 

 َا مًاد ي ريش

 حامل دوذريزيمی ساخت
اٚااذٞب٢    ٞب٢ پ٥ٍّٝ ؿاذٜ  ٥ؼُٞب )ٔ د٘ذسٚصْٚ ٔـاتك اص 

 تٛػياػ٥ذ اػت( ثشا٢ ا٥ِٚٗ ثبس دس ا٤شاٖ ٚ  ه٥اػ٥ذ چشة اِٚئ

ٝ ًشاا٣ ٚ  ابهش ٌشٜٚ ت م٥مبت٣ ٛ  .ؿاذٜ اػات   ػابخت  ٠٘ ا

ٞب٢ لج٣ّ ا٤ٗ  ػبص٢ ٘ب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗ د٘ذسٚص٣ٔٚ دس ٌٔبِؼٝ آٔبدٜ

 .>21، 20= تٛه٥  دادٜ ؿذٜ اػتٔ ممبٖ 

 

 کطت سلًل
 HuH-7  ٚHepG2ػا٣ِّٛ   ٞب٢ دس ت م٥ك ابهش اص سدٜ

پبػتٛس ا٤اشاٖ(   ا٘ؼت٥تٛ)خش٤ذاس٢ ؿذٜ اص ثب٘ه ػ٣ِّٛ ٞپبتٛٔب 

 DMEM (Dulbecco's ٔ ٥ي وـتٞب دس  ػَّٛ بدٜ ؿذ.اػتف

Modified Eagle's Medium)  دسكذ ػشْ خٙا٥ٗ   10اب٢ٚ

ٗ  پٙا٣  ث٥ٛت٥اه  دسكاذ آ٘تا٣   1ٌب٢ٚ ٚ  اػتشپتٛٔب٤ؼا٥ٗ  - ػا٥ّ٥

(Penicillin -Streptomycin ) ٖ ثٛبػااا٥ٛ  37دس ؿاااشا٤ي ا٘ى

ٞب پاغ اص   ػَّٛ دسكذ سؿذ دادٜ ؿذ٘ذ. 5ٌشاد ٚ دسخٝ ػب٘ت٣

 ٚ دسكذ 25/0( Trypsin) ثب اػتفبدٜ اص تش٤پؼ٥ٗسٚص  3ٌزؿت 

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid ) دسكاذ 02/0

اٛد وـت ػاَّٛ اص ؿاشوت    Gibco پبػبط دادٜ ؿذ٘ذ. تٕب٣ٔ ٔ

 .آٔش٤ىب خش٤ذاس٢ ؿذ

 

 ميكريسكًپ با سلًل داخل کًرکًميه مطاَذٌ

 فلًرسىت 
اٖٛ   ٥٤ذ خزة وٛسو٥ٔٛٗ دس داخُ ػَّٛ ٔا٣ تیثشا٢  اص تا

اٖٛ ؿٙبػاٝ   ثٝ رات٣ ِٔٛىَٛ وٛسو٥ٔٛٗخبك٥ت فّٛسػب٘ؼ٣  ػٙ

ٜ وشد. ثذ٤ٗ ٔٙظٛس ػَّٛ ؿٛ٘ذ،  ٞب دس پ٥ّت وـت دادٜ ٣ٔ اػتفبد

٥ٔىشٚٔٛلاس ٘ب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗ  15 ػبػت ثب غّظت 4ٔذت  ػپغ ثٝ

ٔ اا٥ي وـاات اااب٢ٚ   ، ػااپغ٘ذد٘ااذسٚص٣ٔٚ ت٥ٕاابس ؿااذ 

فش ثاب ٞب ثب  ٚ ثؼذ اص ؿؼتـ٢ٛ ػَّٛ ؿذ ٘ب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗ خبسج

 ،(Phosphate Buffered Saline: PBSفؼاافبت ػااب٥ِٗ ) 

 .بٞ ا٘دبْ ٌشفت اص ػَّٛ فّٛسػٙتػىؼجشداس٢ ثب ٥ٔىشٚػىٛح 

 

 MTT آزمًن

ٔٙظٛس ػٙدؾ ٥ٔضاٖ ػ٥ٕت ٤ه تشو٥ت ؿ٥ٕ٥ب٣٤ ٤ب ٞاش   ثٝ

ٔت٥اُ   د٢-MTT =3-(4 ٚ 5ٔبدٜ د٤ٍش س٢ٚ ػَّٛ، اص آصٖٔٛ 

ب٤اذ( اػاتفبدٜ   د٢ ف٥ُٙ تتشاص٥ِٚاْٛ ثشٚٔ  -5ٚ  2-(2-تتشاص٥ُِٚ

ه تتشاص٥ِْٚٛ صسد سً٘ اػت  MTTؿٛد. ٔؼشف ٣ٔ وٝ ٤ه ٕ٘

ٚ دس اثش  ؿٛد ٣ٔٞب٢ ثب ٔتبث٥ِٛه فؼبَ  خزة ٥ٔتٛوٙذس٢ ػَّٛ

ٖ ٞااب٢ د٥ٞااذسٚط٘بص،  فؼب٥ِاات آ٘ااض٤ٓ  ت٥ِٛااذ ثّااٛس فٛسٔاابصٚ

(Formazan) وٙذ وٝ ثب سً٘ ثٙفؾ ٣ٔ  ُ   دس ا َ ٔٙبػت اا

٥ٌاش٢   ٢ ا٘اذاصٜ ٚ ٥ٔضاٖ سً٘ ت٥ِٛاذ ؿاذٜ ثاب اػاپىتشٚفتٛٔتش    

ؿٛد. ثشا٢ ٞش ٘ٛع ػ٣ِّٛ ثب٤ذ ثب سػٓ ٔٙ ٣ٙ، ساثٌٝ ٔتٙبػج٣  ٣ٔ

 ٝ ٝ ددػات آٚس  اص تؼذاد ػَّٛ ٚ سً٘ ت٥ِٛذ ؿذٜ سا ثا ًاٛس   . ثا

خب٘ٝ وـت 96ػَّٛ دس ٞش چبٞه پ٥ّت  8000ٔختلش، اذٚد

ٞاب٢ ٔؼ٥ٙا٣ اص ٘اب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗ ٚ     ػبػت ثؼذ ثب غّظات  24ٚ 

 ذ٘ذ. ثؼذ اص صٔبٖ ٔٛسد ٘ظشت٥ٕبس دادٜ ؿ )د٘ذسٚصْٚ( ٘ب٘ٛابُٔ

 200ٔ ا٥ي ٞاش چبٞاه ثاب      ،ثاشا٢ ت٥ٕابس   ػبػت ت٥ٕبس( 24)

٘ذ ٚ ذٚ ٔ ٥ي وـت تبصٜ تؼ٤ٛن ؿ ٥ٔMTTىش٥ِٚتش ٔ َّٛ 

ثٛبتٛس پ٥ّت  دسكاذ  CO2 5ٌاشاد ٚ   دسخٝ ػاب٘ت٣  37ٞب دس ا٘ى

ثٛٝ ؿاذ. ػاپغ    4ٔذت  ثٝ  DMSO ٥ٔىش٥ِٚتاش  200ػبػت ا٘ى

(Dimethyl Sulfoxide ) ١ثؼذ اص تخ٥ّا MTT    ثاٝ ٞشچبٞاه

ٚ ص٤ؼتپ٥ّت  ٜ ؿذ  َ ٔٛج  افضٚد  540ٔب٘ب٣٤ ٘ؼج٣ ػَّٛ دس ًٛ
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اٖٛ پّ  كف ٝ ٘ب٘ٛٔتش تٛػي ٝ  96 ت٥ا خا  96well plate) خب٘ا

reader) (TECAN )٘ؼاجت خازة دس    ؿاذ.  تؼ٥٥ٗ، ػٛن٥غ

٤اب   ٞاب  ٥ٔضاٖ ثمب٢ ػَّٛ ت٥ٕبس ثٝ ٌشٜٚ وٙتشَ ٞب٢ ٌشٜٚ ػَّٛ

بٖ  ٞب ٔب٘ب٣٤ آٖ ص٤ؼت اٛٞذ داددسٞش غّظت سا ٘ـ غّظت٣ وٝ  .خ

وـتٝ ؿذ٘ذ  ٘ب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗٞب تٛػي  ػَّٛ دسكذ اص 50دس آٖ 

اٖٛ غّظت وـٙذٜ ٞب٢ ابكُ  دس ٘ظش ٌشفتٝ ؿذ. دادٜ ت ت ػٙ

 ا٘ اشاف اػاتب٘ذاسد   ±كاٛست ٥ٔاب٥ٍ٘ٗ    آصٔب٤ؾ ٔدضا ثٝ 3اص 

(Mean ± SD) ؿذ٤اسا ٝ. 

 

 تام سلًلی RNAاستخراج 

آٔش٤ىبTRIzol (Invitrogene ، ) ٌش اٚوٙؾ ٞب ثب ٥ِض ػَّٛ

ًجك سٚؽ وبس ؿشوت  RNAكٛست ٌشفت. ٔشااُ اػتخشاج 

َ ًٛس ٔختلش، اثتذا  ثٝػبص٘ذٜ ا٘دبْ ؿذ.  ٞاب ثاب    ٥ِض وبُٔ ػاّٛ

TRIzol ٝا٘دبْ ؿذ. ثؼاذ اص   دل٥مٝ 10-5 ٔذت دس دٔب٢ اتبق ث

 ٚ ػاش  ػبص٢ ٔخّٛى ثب ٍٕٞٗ، ٥ٔىش٥ِٚتش وّشٚفشْ 200 افضٚدٖ

ٝ وشدٖ ؿذ٤ذ ثٝ ٥ٔىشٚت٥ٛة دس كٛست ٌشفت.  ٥٘ٝثب 15ٔذت  ت

دس ؿاذ.   ٌشاد ػب٘تش٤فٛط دسخٝ ػب٘ت٣ 4دس دٔب٢  g12000 دٚس

ٝ دس  RNAؿاٛد.   ا٤دبد ٣ٔ لا٤ٝاثش ػب٘تش٤فٛط ػٝ   ثابلا٣٤،  لا٤ا

پب٣ٙ٥٤ اوٛس داسد. ثٝ  لا٤ٝدس  ٥ٔDNAب٣٘ ٚ  لا٤ٝپشٚتئ٥ٗ دس 

، DNAخ٥ٌّٛش٢ اص آِاٛد٣ٌ ثاب پاشٚتئ٥ٗ ٚ     ثشا٥ٕٞ٢ٗ د٥ُِ 

ُ  لا٤ٝ كذدس 90اذٚد   ذ.ؿثبلا٣٤ ثٝ آسا٣ٔ ثٝ ت٥ٛة خذ٤ذ ٔٙتم

ادٓ ٔب٤غ ا٘تمبَ ٤بفتٝ،  ٠ثٝ ا٘ذاص (Isopropanol) ا٤ضٚپشٚپبُ٘

 ٝ َ ثٝ آسا٣ٔاهبف  20 ٔذت ثٝ ٔ َّٛٚ  ؿذٔخّٛى  ؿذ ٚ ٔ ّٛ

ٝ دس فش٤ضس ٝ ؿذ.  -20 دل٥م ثٛ ٝ دس دٚسا٘ى ٘ٛ ٕ٘ g12000 ب٢ٔ دس د

ٝ ػب 4 س٣٤ٚ  لا٤ٝؿذ.  فٛطدل٥مٝ ػب٘تش٤ 15ٔذت  ٌشاد ثٝ ت٣٘دسخ

)ت٥ٟٝ ؿذٜ ثاب آة ت٥ٕابس    دسكذ 75 ٥ِتش اتبَ٘ٛ ٣ّ٥ٔ 1ٚ  ١تخ٥ّ

ٚ ٜ ؿااذ ( افااضٚدDiethylpyrocarbonate) DEPCثااب ؿااذٜ 

ٔخّااٛى تااب وٙااذٜ ؿااذٖ سػااٛة تااٝ   ( Vortex)ٚستىااغ 

ٛ٘ٝ دس دٚسا٘دبْ ؿذ.  ٥ٔىشٚت٥ٛة ٕ٘ g7800  دسخٝ  4دسدٔب٢

ٝ ػب٘تش٤فٛط 8ٔذت  ٌشاد ثٝ ػب٘ت٣ اٚسٚ٘ٝ ٔ ٚ  دل٥م َّٛ س٣٤ٚ ثب 

سػاٛة   ؿذ. ػاپغ  تخ٥ّٝ وشدٖ ت٥ٛة س٢ٚ دػتٕبَ وبغز٢

ٝ   دس دٔب٢ اتبق ثًٝٛس ٘ؼج٣  ثٝ خـاه ؿاذ.    ٔذت چٙاذ دل٥ما

دس  دٞذ( )خـه ؿذٖ وبُٔ سػٛة ا ٥ِت آٖ سا وبٞؾ ٣ٔ

ب٤ت  ٛ٘ٝاُ ؿذ  DEPC سػٛة دس آة ت٥ٕبس ؿذٜ ثبٟ٘ ٞب  ٚ ٕ٘

ثٛٝ ؿذ. دل٥مٝ 10 ٔذت دسخٝ ث60ٝدس دٔب٢  ثشا٢ ٔب٘ذٌبس٢  ا٘ى

ٛ٘ٝ RNAٚ افظ  ٚ ٍٟ٘ذاس٢ ٕ٘ دسخٝ  -80 ٞب دس فش٤ضس ا٘تمبَ 

و٥ّٝ ٔشااُ دس ص٤ش ٞٛد ؿا٥ٕ٥ب٣٤  كٛست ٌشفت.  ٌشاد ػب٘ت٣

ٔٙظٛس ثاٝ ااذالُ سػاب٘ذٖ فؼب٥ِات آ٘اض٤ٓ       ا٘دبْ ٌشفت ٚ ثٝ

RNase َّٛ ٔ ٝاٛد  ٝ ٞب س٢ٚ ٤خ ٍٟ٘ذاس٢ ٚ خبث و٥ّ خب٣٤ ٔا

 ذ.ؿس٢ٚ ٤خ ا٘دبْ 

 

 استخراج ضذٌ RNAيفی ی ي کبررسی کمّ
ٞاب٢   و٥ٕت ٚ و٥ف٥ت آٖ ثاب سٚؽ  RNA پغ اص اػتخشاج

ثشسػ٣  ذ.ؿٚ اِىتشٚفٛسص طَ آٌبسص ثشسػ٣  ٢٘ٛس ٣ػٙد ف٥ً

ٚ  اػت٣ ثب سٚؽ اػپىتشٚفتٛٔتش٢ ٤ه سٚؽ وٕی RNAغّظت 

٣ٔ  ٝ٘ٛ ٚ خّٛف ٕ٘ ٖ غّظت  اٛ ٚ آِٛد٣ٌ آٖ ثب پشٚتئ٥ٗ  RNAت

٘اٛس٢ دس ًاَٛ   ٚ تشو٥جبت فٙا٣ِٛ سا ثاب اػاتفبدٜ اص خازة     

خزة  ثشا٢) 280 ،٘ٛوّئ٥ه( خزة اػ٥ذ ثشا٢) 260ٞب٢ ٔٛج

 ٚ ٛ٘ٝ  خزة فَٙٛ( ٘ب٘ٛٔتش ثشسػ٣ وشد. ثشا٢) 230پشٚتئ٥ٗ(  ٕ٘

RNAاص ٘ظش ص٤ؼت٣  ٣٤ ٚ ٜ ثبؿذ  ٝ اص ٘ظش ؿ٥ٕ٥ب٣٤ دػت ٘خٛسد و

٢ٛ ثب٘ذ ٤ٚظٜ ٝ ثبؿذ، اٍِ ا٢ س٢ٚ طَ آٌبسص  و٥ف٥ت اػتب٘ذاسد داؿت

بٖ ٣ٔ  s18 ٚ s28س٤جاٛص٣ٔٚ   RNAب٢ دٞذ. اوٛس ثب٘ذٞ ٘ـ

ٖ دٞٙذ ب ٖ  ٠٘ـ ٜ ثٛد ٚ دػت ٘خٛسد  ٓ ٛ٘ٝ RNAػبِ ٞب٣٤  اػت. ٕ٘

سا دس ثبلا، ث٥ٗ ٚ پب٥٤ٗ  (Smear) اذالُ اػ٥ٕشثب و٥ف٥ت ػب٣ِ، 

بٖ ٣ٔ دٚ ثشاثش  جب٤ًتمش s28دٞذ ٚ ؿذت ثب٘ذ  ثب٘ذٞب٢ ٔزوٛس ٘ـ

اٚه  اػت s18ثب٘ذ  ٚ  s18س٤جٛص٣ٔٚ  RNA. فمذاٖ ثب٘ذٞب٢ 

s28 ب ٝ  ١تدض٤ ٠ٖ دٞٙذ٘ـ ٘ٛ ٕ٘RNA  ٓ اػت،  RNaseتٛػي آ٘ض٤

 خلٛف اٌش ابِت اػ٥ٕش ٔ ذٚد ثٝ ثخؾ ت تب٣٘ طَ ثبؿذ.ٝ ث

 

 cDNA برای ساخت ياکىص ريوًیسی معكًس

 microRNAَای  برای شن

cDNA (Complementary DNA )ثٝ  RNAثشا٢ تجذ٤ُ 

ٚ  اػات  RNAثاب   خفت ؿذٖ ثشا٢ (Primerآغبصٌش )٥٘بص ثٝ 
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ٚ٘ٛؿت ثشداس ٔؼىٛع )ٓ ٤آ٘ضتٛػي   (Reverse Transcriptaseس

ٝ آغبصٌشا٤دبد ٌشدد.   cDNAثاشا٢ ػاٙتض اِٚا٥ٗ سؿاتٝ      ٢ وا

اٛ٘ذ ثٝ ؿٛد ٣ٔ اػتفبدٜ ٣ٔ ٔٛسد ٞذف ٔتلُ  ثٝ ًٛس اختلبك٣ ت

اػتخشاج ؿاذٜ ثاب    RNAد. ؿٛٞب ٔتلُ RNAثٝ ٕٞٝ  ب٤ؿٛد 

ٛ٘اٝ   DNAثٝ ػّت ااتٕبَ آِاٛد٣ٌ ثاب    TRIzolاػتفبدٜ اص  ٕ٘

، DNaseI (Thermo Fisher Scientificت٥ٕاابس ثااب  ت اات 

دس ا٤اٗ ت م٥اك اص    cDNAػبخت ا٢ ثش ٌشفت. لشاس آٔش٤ىب(

ٝ ؿٛد وٝ و٥ّٝ ٔشااُ ثب٤ذ ثب ٚػب ُ ٤و٥ت اػتفبدٜ ؿذ. ثب٤ذ تٛخ

ػابخت  ثاشا٢   ا٘دابْ ؿاٛد.   RNase ٞب٢ ػبس٢ اص ٚ ٔ َّٛ

cDNA   اص و٥اتPARSGENOME MiR-Amp kit   ٜاػاتفبد

٤ى٣ اص پاش   Real-time PCRثٝ وٕه  microRNAؿذ. تىث٥ش 

. اػات  microRNAٞب دس اٛصٜ ت م٥مابت٣   سٚؽوبسثشدتش٤ٗ 

 Real-time PCRٞاب٢ ٔؼٕا٣ِٛ    ٔـبثٝ سٚؽ سٚؽاػبع ا٤ٗ 

ٝ  اػاات اٚػااٌٝ وااٛچى٣ ا٘ااذاصٜ   ، ثااب ا٤ااٗ تفاابٚت وااٝ ثاا

microRNAٜوبسٞب٢ خبك٣ ثشا٢ ا٤ٗ ٔٙظٛس اسا٤ٝ ؿاذٜ   ٞب سا

ٞب٢ ٔٛسد ٘ظاش ٤ىا٣ اص   miRثٝ  polyAاػت. افضٚدٖ ٤ه دْ 

 PARS GENOME MiR-Ampو٥ات   ٞبػت وٝ دس ا٤ٗ ؿ٥ٜٛ

kit )ٖ٥٘ض اص ٥ٕٞٗ سٚؽ ثشا٢ تىث٥ش  )ا٤شاmiR  ٜٞب اػتفبدٜ ؿاذ

پ٥ّٕاشاص   A ثبفشآ٘ض٤ٓ پّا٣ ؿبُٔ:  A ٔشاّٝ افضٚدٖ پ٣ّ اػت.

X10 (2 ٥ٔىش٥ِٚتااش ،)ATP (2 ٥ٔىش٥ِٚتااش ،) آ٘ااض٤ٓ پّاا٣ A 

ب٤ات   ٚ ٥ٔىشٌٚشْRNA (5/1-2 )، پ٥ّٕشاص سػاب٘ذٖ ثاٝ   دس ٟ٘

اػات.   ٥ٔRNaseىش٥ِٚتش تٛػي آة ػابس٢ اص   20ادٓ و٣ّ 

ٖ ثٝ آسا٣ٔ ثب ٤ىذ٤ٍش ٔخّٛى  اٛد فٛق ثب وٕه پ٥پت وشد تٕب٣ٔ ٔ

ات  ثؼذ اص چشخب٘ذٖ ٚ تٝٚ  دسخاٝ   37 ٢دس دٔاب  جابت تشو٥ ٘ـ

ٝ  10ٔذت  ٚ ثٝ ٌشاد ػب٘ت٣ ثٛ ٝ ا٘ى ُ  ٣ٔدل٥م ق لبث َ فٛ ؿٛد. ٔ لٛ

ٔبٜ  6ٔذت اذاوثش  ثٝ ٌشاد دسخٝ ػب٘ت٣ -80ٍٟ٘ذاس٢ دس فش٤ضس 

اٚوٙؾ  ؿبُٔ: ت٥ٟٝ cDNAسؿتٝ اَٚ  ػبخت ١ٔشاّ .اػت ثبفش 

x5 (2  ،)ٔخّٛى٥ٔىش٥ِٚتش dNTP (10 1ٔٛلاس،  ٣ّ٥ٔ  ،)٥ٔىش٥ِٚتش

 miR (10ٞااب٢ ػااٙتض  آغبصٌش٥ٔىش٥ِٚتااشRT (5/0  ،)آ٘ااض٤ٓ 

 ْ اص ٔشاّٝ  A اب٢ٚ پ٣ّ RNA ٥ٔىش٥ِٚتش(، 1پ٥ىٛٔٛلاس، ٞشوذا

ب٤ت  ٘بٌ٘ٛشْ( 500) لجُ  10سػب٘ذٖ ثاٝ ادآ وّا٣    ٚ دس ٟ٘

اٛد فٛق ثٛد. وٝ RNase ٥ٔىش٥ِٚتش تٛػي آة ػبس٢ اص  تٕب٣ٔ ٔ

ب٤ت  ٖ ثٝ آسا٣ٔ ثب ٤ىذ٤ٍش ٔخّٛى ؿذ ٚ دس ٟ٘ ثب وٕه پ٥پت وشد

 60ٔاذت   ٚ ثٝ ٌشاد دسخٝ ػب٘ت٣ 45-43 اػپ٥ٗ ؿذ ٚ دس دٔب٢

 ٚ ٝ ؿذ  ثٛ ٝ ا٘ى ٔذت  ثٝ RTػبص٢ آ٘ض٤ٓ  غ٥شفؼبَ ػپغ ثشا٢دل٥م

ثٛبػ٥ٖٛ دس دٔب٢ دل٥مٝ 10  .اػتلاصْ ٌشاد  دسخٝ ػب٘ت٣ 70ا٘ى

َ فٛق ٝ ػب٘ت٣ -20دس فش٤ضس  ٔ لٛ  2ٔذت اذاوثش  ثٝ ٌشاد دسخ

 .اػتٔبٜ لبثُ ٍٟ٘ذاس٢ 

 

 RT-PCR (Reverse Transcription ياکىص

PCR) 

اٚواٙؾ   ،cDNAپغ اص ػاٙتض   ٚ  Real time RT-PCRاص 

ٖ    ثشا٢ Eva green (ROX)ػ٥ؼتٓ  ٞاب   ػاٙدؾ وٕا٣ ث٥ابٖ ط

اٛد  اػااتفبدٜ ؿااذ.  HOT ٔخّااٛى ؿاابُٔ ٔااٛسد اػااتفبدٜٔاا

FIREPOL
®

EvaGreen
®

 qPCR plus ROX، X5 (Solis 

Bio Dyne ،٘ٛثاشا٢   ؼتم٥ٓ ٚ ٔؼىاٛع ٞب٢ ٔآغبصٌشٚ ( ٣اػت

 ثٛد وٝ اص ؿشوت پبسع طْ٘ٛ ت٥ٟٝ ؿاذ.  miR-16  ٚU6ٞش دٚ 

DNA  ( ٛا  Real Time دػااتٍبٜ، ٚ ػااٙتض ؿاذٜ(  cDNAاٍِ

PCR (ABI 7500)   اٚوااٙؾ ثااشا٢Real time RT-PCR 

 ؿذ.اخشا  1ثش٘بٔٝ دٔب٣٤ ٚ صٔب٣٘ ٌٔبثك خذَٚ اػتفبدٜ ؿذ. 

 
 Real-time Quantitative PCR ػٙدؾؿشا٤ي دٔب٣٤ ٚ صٔب٣٘ دس  1جذيل 

 

 صٔبٖ ٌشاد( دٔب )دسخٝ ػب٘ت٣ چشخٝ ٔشاّٝ

 دل٥مٝ 15 95 1 ٚاػشؿت٣ٍ ا٥ِٚٝ

 ٚاػشؿت٣ٍ

40 

 ثب15ٝ٥٘ 95

 ثب٥٘ٝ 20 60 تلبَا

 ثب٥٘ٝ 30 72 ٌؼتشؽ

ب٣٤  دل٥مٝ 5 72 1 ٌؼتشؽ ٟ٘

 

 تجسیٍ ي تحليل آماری
 GraphPadافاضاس  ْ ٞب ثب اػتفبدٜ اص ٘ش دادٜ تدض٤ٝ ٚ ت ٥ُّ

Prism5  ُٚآ٘اب٥ِض   سٚؽ آٔبس٢ ثاب اػاتفبدٜ اص   تدض٤ٝ ٚ ت ٥ّ

 :One Way Analysis of Varienceاٚس٤ب٘غ ٤اه ًشفاٝ )  

ANOVA ) ٖٚٛٔٞب ٣ت آص ٝ ٘ٛ  (T-test Unpaired) ٔؼتمُ ٢ٕ٘
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ٝ٘ٛ  ا٘دبْ ؿذ.٢ وٙتشَ ٚ ت٥ٕبس  ٞب ث٥ٗ ٕ٘

 

 وتایج

 ميكريسكًپ با سلًل داخل کًرکًميه مطاَذٌ

 فلًرسىت
ُ ػَّٛ، ٚسٚد آٖ تٛػي  ثٝ ٗ داخ ٥ٔٛ ٔٙظٛس تی٥٤ذ خزة وٛسو

د٥ُِ خبكا٥ت فّٛسػاب٘غ راتا٣     ٥ٔىشٚػىٛح فّٛسػب٘غ، ثٝ

َ ٗ ثشسػ٣ ؿذ. ػّٛ ب٣ً٘ ثب غّظت ٞ وٛسو٥ٔٛ لاس  14ب٢ ػش ٔٛ ٥ٔىشٚ

 ٞب ػىؼجشداس٢ ؿذ. ػبػت ت٥ٕبس ؿذ٘ذ، ػپغ اص آٖ 3ٔذت  ثٝ

 

َای سرطاوی  سلًل بررسی غلظت مىاسب تيمار

  (دوذريزيمی)کًرکًميه واوًکًرکًميه با 
 ٖ ٛداس ابكُ اص آٖ دس ؿىُ  MTTآصٔٛ  2ا٘دبْ ؿذ ٚ ٕ٘

 ه٤ا  ANOVAٞب ثاب   لبثُ ٔـبٞذٜ اػت. تدض٤ٝ ٚ ت ٥ُّ دادٜ

( ٚ ػاذْ  >0001/0Pداس ػ٥ٕت ٘ب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗ ) اثش ٔؼ٣ٙ ًشفٝ

ٗ سدٜ ْ س٢ٚ ا٤ ػبػت  24ٞب٢ ػ٣ِّٛ دس ت٥ٕبس  ػ٥ٕت د٘ذسٚصٚ

ػ٣ِّٛ سا  ٥ٔ٠ىشٚٔٛلاس س٢ٚ ٞش دٚ سد 30تب  0غّظت  ٠دس ثبص

بٖ َ    IC50داد. ٔماذاس   ٘ـ ٞاب٢   ثاشا٢ ٘اب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗ دس ػاّٛ

ػت آٔذ. ػپغ ثشا٢ د ٥ٔىشٚٔٛلاس ثٝ 24ػشًب٣٘ ٞپبتٛٔب اذٚد 

 اػتفبدٜ ؿذ. IC50ت٥ٕبس غّظت٣ ٔؼبدَ 

          
 

          

ٚ سد 1ضكل  ٗ ثب ٥ٔىشٚػىٛح؛ تلب٤ٚش اص د ٜ خزة ػ٣ِّٛ وٛسو٥ٔٛ ف( ) ٠ٔـبٞذ َ، )1ػ٣ِّٛ ٞپبتٛٔب؛ )اِ س٢ اص ػ2َّٛ( تل٤ٛش وٙتش ٚ  HepG2ٞب٢  ( تل٤ٛش ٥ٔىشٚػىٛح ٛ٘
فٙؾ اص3) َ، )1، )ة( )HepG2ٞب٢  ػَّٛ ( تل٤ٛش ٥ٔىشٚػىٛح فشاث تٙش س٢ اص ػ2َّٛ( تل٤ٛش و ػىٛح ٛ٘ ( تل٤ٛش ٥ٔىشٚػىٛح فشاثٙفؾ اص 3ٚ ) HuH-7ٞب٢  ( تل٤ٛش ٥ٔىشٚ

 (100×ؿٛد. )ثضسٌٕٙب٣٤  ٞب ٔـبٞذٜ ٣ٔ كٛست وش٤ؼتبَ ث٥ٗ ػَّٛ ٞبػت ٚ ٔمذاس و٣ٕ اص آٖ ثٝ اػت. تلب٤ٚش ٘ـبٍ٘ش ٚسٚد وٛسو٥ٔٛٗ ثٝ ػَّٛ HuH-7ٞب٢  ػَّٛ
 

                     
 

وٛسو٥ٔٛٗ ٚ د٘ذسٚصْٚ؛ )اِف( سد 2ضكل ٝ    ٠؛ دس ا٤اٗ ثابص  HuH-7ٚ )ة( سدٜ ػ٣ِّٛ  HepG2ػ٣ِّٛ  ٠ثشسػ٣ اثش ػ٥ٕت ٘بٛ٘ وشٚو٥ٔٛٗ ثا داس٢  ًاٛس ٔؼٙا٣   غّظات ٘ابٛ٘
(0001/0P<ص٤ؼت ) ( ٔب٘ب٣٤Viabilityَّٛػ ) ؼٙا٣ دٞذ ٣ِٚ د٘ذسٚصْٚ اثش ػا٥ٕت ٔ  ٞب٢ ػشًب٣٘ ٞپبتٛٔب سا وبٞؾ ٣ٔ  َ ،   : >05/0Pٞاب ٘اذاسد. ) :    داس٢ س٢ٚ ػاّٛ
01/0P< :    ،001/0P<  :     ٚ0001/0P<) 
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 ي َمکاران یزماو ىایم

 

اُر، 1، شمارٌ 18، ديرٌ آسیب شىاسی زیستی مجلٍ علًم پسشکی مدرس: 97  74 1314 ب

َاای تيمارضاذٌ باا     از سلًل RNAاستخراج 

َای کىترل برای بررسی  واوًکًرکًميه ي سلًل

 َا بيان شن
خب٘اٝ ثاب غّظات ٔٙبػاج٣ اص      6ٞاب٢   ٞاب دس پ٥ّات   ػَّٛ

ٛسد ٘ظش ثب اػتفبدٜ اص ٘ب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗ ت٥ٕبس ؿذ٘ذ، ثؼذ اص صٔبٖ ٔ

ٞب٢ وٙتشَ ٚ ت٥ٕبس اػتخشاج ؿذ. ثشا٢  اص ػَّٛ RNAتش٤ضَٚ 

 s28 ،s18اػتخشاج ؿذٜ، ٚخٛد ثب٘ذٞب٢  RNAثشسػ٣ دسػت٣ 

 ٚs5    ٖ اب دٞٙاذٜ دسػات٣    س٢ٚ طَ آٌبسص ثشسػ٣ ؿاذ واٝ ٘ـ

RNA      ٜٛ٘اٝ تٛػاي دػاتٍب ٞب٢ اػتخشاج ؿذٜ ثاٛد ٚ ٞاش ٕ٘

٘اب٘ٛٔتش   230ٚ  280، 260ٞاب٢   اػپىتشٚفتٛٔتش دس ًَٛ ٔاٛج 

 2-8/1ث٥ٗ  230/260ٚ  280/260ٞب٢  ٥ٌش٢ ؿذ ٚ ٘ؼجت ا٘ذاصٜ

بٖ ٞب٢ پاشٚتئ٥ٗ ٚ فٙاَٛ اػات،     ػذْ آِٛد٣ٌ ٠دٞٙذ ثٛد وٝ ٘ـ

بٖ دٞٙذ 260ٕٞچ٥ٙٗ خزة دس ًَٛ ٔٛج  غّظت  ٠٘ب٘ٛٔتش ٘ـ

RNA .بٖ ثٙبثشا٤ٗ ٘تب٤ح ثٝ ٔٛسد ٘ظش اػت دٞٙذٜ  دػت آٔذٜ ٘ـ

اٛ٘ذ ثب ا٥ًٕٙابٖ ثابلا دس    ٢٣ٔ اػتخشاج ؿذٜ RNAآٖ ثٛد وٝ  ت

 ٔشااُ ثؼذ٢ ت م٥ك اػتفبدٜ ؿٛد. 

 

-snRNAي  hsa-miR-16تجسیٍ ي تحليل بيان 

U6  با واوًکًرکًميه ي  سلًلدر ٌ َای تيمار ضذ

 َای کىترل سلًل
دس ٞاش دٚ   U6  ٚmiR-16ٞب٢  چشخٝ اذ آػتب١٘ ث٥بٖ طٖ

ٛ٘ٝ ٠سد ٗ  ػ٣ِّٛ دس ٕ٘ دس  ٞب٢ وٙتشَ ٚ ت٥ٕبس ثب ٘اب٘ٛوٛسو٥ٔٛ

اػت. ٥ٔب٥ٍ٘ٗ ثاٝ ٕٞاشاٜ ا٘ اشاف     ٔـخق ؿذٜ 3ٚ  2خذاَٚ 

اٛسد  ٔ ْ ٛ٘ٝ ٞب٢ اذ آػتب١٘ طٖ چشخٝٔؼ٥بس ثشا٢ تٕب ٞب٢  ٞب دس ٕ٘

ب٢ٞ تى٥ٙى٣ ٚ ص٤ؼت٣  ٚ دس تىشاس  ٗ ٚ ت٥ٕبس ثب ٘ب٘ٛوٛسو٥ٔٛ وٙتشَ 

 َ ٖ ٣ٔ لبثُ 4دس خذٚ ب ٜ اػت. ٘تب٤ح ٘ـ  U6دٞذ تغ٥٥شات  ٔـبٞذ

 HepG2ػاا٣ِّٛ   ٠دس سد HuH-7  ٚmiR-16ػاا٣ِّٛ  ٠دس سد

ٝ دس ٞش دٚ سد ٚ پب٤ذاس٢ ث٥ـتش٢ داسد. اِجت ػ٣ِّٛ  ٠تغ٥٥شات وٕتش 

U6  ٝ ٖ ثبلاتش٢ ٘ؼجت ث ٝ ا٤ٗ اخت ف ث٥بٖ دس  miR-16ث٥ب داسد و

 تشاػت. ٔ ؼٛع HuH-7ػ٣ِّٛ  ٠سد
 

 HuH-7ػ٣ِّٛ  ٠دس سد U6  ٚmiR-16ٞب٢  ث٥بٖ طٖ (Cycle threshold: Ct) چشخٝ اذ آػتب١٘ 2جذيل
 

 *تكرار زیستی *تكرار تكىيكی  Ct  Ct شن ومًوٍ

 تىشاس تى٥ٙى٣ MiR-16 39065/16 9932/19 وٙتشَ
 MiR-16 53391/16 5618/19 ت٥ٕبس تىشاس ص٤ؼت٣

 MiR-16 67241/18 1833/18 وٙتشَ
 MiR-16 32912/19 5090/18 ت٥ٕبس تىشاس تى٥ٙى٣

 تىشاس تى٥ٙى٣ U6 8004/14 5011/14 وٙتشَ
 U6 9121/14 0593/15 ت٥ٕبس س ص٤ؼت٣تىشا

 U6 2747/14 8665/14 وٙتشَ
 U6 7103/14 4603/15 ت٥ٕبس تىشاس تى٥ٙى٣

 اػت.ٞب٢ ٤ىؼبٖ  ٔتٕب٤ض اص ٕ٘ٛ٘ٝ Real time PCRاػت ٚ ابكُ تىشاس تى٥ٙى٣: ٔٙظٛس اص ا٤ٗ تىشاس، تىشاس ٔشااُ تى٥ٙى٣ آصٔب٤ؾ   
 اػت. Real time PCRٞب٢ ٔختّف ثشا٢  س، تىشاس ٔشااُ ت٥ٕبس ػ٣ِّٛ ٚ ٕ٘ٛ٘ٝٔٙظٛس اص ا٤ٗ تىشاتىشاس ص٤ؼت٣:   

 
 HepG2ػ٣ِّٛ  ٠دس سد U6  ٚmiR-16ٞب٢  چشخٝ اذ آػتب١٘ ث٥بٖ طٖ 3 جذيل

 

 *تكرار زیستی *تكرار تكىيكی Ct  Ct شن ومًوٍ

 تىشاس تى٥ٙى٣ MiR-16 0708/19 7319/18 وٙتشَ
 MiR-16 6603/18 8995/18 ت٥ٕبس تىشاس ص٤ؼت٣

 MiR-16 8624/18 8860/18 ت٥ٕبس تىشاس تى٥ٙى٣ MiR-16 8670/18 6931/18 وٙتشَ
 تىشاس تى٥ٙى٣ U6 9190/16 8867/15 وٙتشَ

 U6 9603/17 7729/15 ت٥ٕبس تىشاس ص٤ؼت٣
 U6 7785/18 2220/16 ت٥ٕبس تىشاس تى٥ٙى٣ U6 4028/17 2216/16 وٙتشَ

 اػت.ٞب٢ ٤ىؼبٖ  ٔتٕب٤ض اص ٕ٘ٛ٘ٝ Real time PCRاػت ٚ ابكُ اص ا٤ٗ تىشاس، تىشاس ٔشااُ تى٥ٙى٣ آصٔب٤ؾ  تىشاس تى٥ٙى٣: ٔٙظٛس  
  اػت. Real time PCRٞب٢ ٔختّف ثشا٢  ص٤ؼت٣: ٔٙظٛس اص ا٤ٗ تىشاس، تىشاس ٔشااُ ت٥ٕبس ػ٣ِّٛ ٚ ٕ٘ٛ٘ٝتىشاس   
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 U6  ٚmiR-16ٞب٢  ث٥بٖ ط٥ٖٔب٥ٍ٘ٗ ٚ ٚاس٤ب٘غ تغ٥٥شات  4جذيل 
 

 U6 MiR-16 MiR-16 & U6 یردة سلًل
 23787/0 ± 61068/14 290781/1 ± 30989/18 764325/0 ± 46028/16 (HuH-7) وٙتشَ

 274774/0± 03555/15 19157/1 ± 48346/18 733172/0 ± 75948/16 (HuH-7) ٕبس٥ت
 60753/16 ± 591186/0 82705/18 ± 09718/0 344185/0 ± 71729/17 (HepG2) وٙتشَ

 230153/0 ± 18275/17 764/18 ± 074735/0 652344/0 ± 97338/17 (HepG2) ٕبس٥ت
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 ٠دس سد U6ٞب٢ تىث٥اش طٖ   ٚ )ة( ث٥بٍ٘ش ٔٙ ٣ٙ miR-16ٞب٢ تىث٥ش طٖ  ؛ )اِف( ث٥بٍ٘ش ٔٙ ٣ٙٞپبتٛٔبٞب٢ ػ٣ِّٛ  دس سدٜ U6  ٚmiR-16ٞب٢  ٔٙ ٣ٙ تىث٥ش طٖ 3ضكل
 اػت. HepG2ػ٣ِّٛ  ٠دس سد miR-16ٞب٢ تىث٥ش طٖ  ٚ )د( ث٥بٍ٘ش ٔٙ ٣ٙ U6ٞب٢ تىث٥ش طٖ   ٣ٙ، )ج( ث٥بٍ٘ش HuH-7ٙٔػ٣ِّٛ 
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 ي َمکاران یزماو ىایم

 

اُر، 1، شمارٌ 18، ديرٌ آسیب شىاسی زیستی مجلٍ علًم پسشکی مدرس: 98  76 1314 ب

ٛ٘ااٝ miR-16  ٚsnRNA-U6ٞااب٢  ث٥اابٖ طٖ ٞااب٢  دس ٕ٘

ٞآ ٔـاخق ؿاذٜ     5ًٛس وٝ دس ؿاىُ   ت٥ٕبس ٚ وٙتشَ ٕٞبٖ

اٛسد   ١داس٢ ٘ذاس٘اذ ٚ دس ٕٞا   اػت، تفبٚت ٔؼٙا٣   P>05/0ٔا

ٚ  4تىث٥اش دس ؿاىُ    ٞاب٢  اػت. اِجتاٝ ثاب تٛخاٝ ثاٝ ٔٙ ٙا٣     

ٛداس ؿاىُ   دس ثا٥ٗ   U6تغ٥٥اشات ثاشا٢    ١ث٥ٙا٥ٓ دأٙا   ٔا٣  6ٕ٘

ٝ٘ٛ تغ٥٥اشات ثاشا٢    ١ٚ دأٙا  HuH-7ٞاب٢ وٙتاشَ ٚ ت٥ٕابس     ٕ٘

miR-16   ٝ ٛ٘ا وٕتااش  HepG2ٞااب٢ وٙتاشَ ٚ ت٥ٕابس    دس ثا٥ٗ ٕ٘

اٚلغ ٣ٔ ٝ   اػت ٚ دس  اٖٛ ٌفات وا دس ؿاشا٤ي ت٥ٕابس ثاب     U6 ت

 َ تش اػاات ٚ پب٤ااذاس HuH-7ٞااب٢  ٘ااب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗ دس ػااّٛ

اٛ٘ذ ثٝ ٣ٔ ٖ    ت اٖٛ ٤اه وٙتاشَ دسٚ صاد ٔٙبػات دس ٔدٕٛػاٝ    ػٙا

 ٝ دس ؿااشا٤ي  miR-16واابس سٚد، ٕٞچٙاا٥ٗ  آصٔااٖٛ ٔااشتجي ثاا

پب٤ااذاستش  HepG2ٞااب٢  ت٥ٕاابس ثااب ٘ااب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗ دس ػااَّٛ

ٝ   اػت ٚ ٣ٔ اٛ٘اذ ثا ٖ    ت اٖٛ ٤اه وٙتاشَ دسٚ صاد ٔٙبػات دس   ػٙا

 وبس سٚد. ٔدٕٛػٝ آصٖٔٛ ٔشتجي ثٝ
 

 
 

 
 

 

 

 
 

 
 

 
 

ٖ طٖ 4ضكل ُ ث٥ب ٚ ت ٥ّ  ٝ ٖ  دس سدٜ U6  ٚmiR-16ب٢ٞ  تدض٤ ٤ٚش )اِف( ث٥ب پبتٛٔب ثب ٕ٘ٛداس ػت٣٘ٛ؛ دس تلب  ٞ٣ِٛ ٖ  U6ٞب٢ ػّ ٖ HepG2دس  miR-16ٚ )ة( ث٥ب ٚ )د( ث٥بٖ  U6، )ج( ث٥ب
miR-16  دسHuH-7ٝث .  ٖ ٣ اص ث٥ب ٥ٍٙ ٞ( ػ٣ِّٛ  ٠دس سد U6  ٚmiR-16ًٛس تشو٥ج٣ ٥ٔب٘ (HepG2 )٢( ٚHuH-7  .اػت ٜ ذ ُ ٔـبٞ ٖ طٖلبث ب٢ ث٥ب ث٥ٗ  U6  ٚmiR-16ٞب٢  دس ٕ٘ٛداسٞ
وٛسو٥ٔٛٗ ثب تٛخٝ ثٝ ٥ٔب٥ٍ٘ٗ ٚ ا٘ شاف ٔؼ٥بس ) ٕ٘ٛ٘ٝ  ( لبثُ ٔـبٞذٜ اػتMean ± SDٞب٢ وٙتشَ ٚ ت٥ٕبس ؿذٜ ثب ٘بٛ٘
 

                      
دس ٕ٘ٛ٘ا١   U6: ث٥ابٖ  1ٞب ؿبُٔ؛  ، HepG2ٕٝ٘ٛ٘ا٢؛ دس تلب٤ٚش )اِف(دس  ثب ٕ٘ٛداس خؼجٝ تٛٔبٞب٢ ػ٣ِّٛ ٞپب دس سدٜ U6  ٚmiR-16ٞب٢  ث٥بٖ طٖ تدض٤ٝ ٚ ت ٥ُّ 5ضكل
ٖ 5دس ١ٕ٘ٛ٘ ت٥ٕبس،  miR-16: ث٥بٖ 4دس ١ٕ٘ٛ٘ وٙتشَ،  miR-16: ث٥بٖ 3دس ١ٕ٘ٛ٘ ت٥ٕبس،  U6: ث٥بٖ 2وٙتشَ،  : ٥ٔب٥ٍ٘ٗ ث٥بٖ 6دس ١ٕ٘ٛ٘ وٙتشَ ٚ  U6  ٚmiR-16: ٥ٔب٥ٍ٘ٗ ث٥ب

U6  ٚmiR-16  ١ٕ٘ٛ٘ ت٥ٕبس. )ة( دس دسHuH-7ٕٝ٘ٛ٘ ،  ث٥بٖ 1ٞب ؿبُٔ؛ :U6  ،َث٥بٖ 2دس ١ٕ٘ٛ٘ وٙتش :U6  ،ث٥بٖ 3دس ١ٕ٘ٛ٘ ت٥ٕبس :miR-16   ،َث٥ابٖ  4دس ١ٕ٘ٛ٘ وٙتاش :
miR-16  ،٥ٔب٥ٍ٘ٗ ث٥بٖ 5دس ١ٕ٘ٛ٘ ت٥ٕبس :U6  ٚmiR-16  ٚ َ ٞب٢  ث٥ٗ ٕ٘ٛ٘ٝ U6  ٚmiR-16ب٢ ٞ دس ١ٕ٘ٛ٘ ت٥ٕبس. ث٥بٖ طٖ U6  ٚmiR-16: ٥ٔب٥ٍ٘ٗ ث٥بٖ 6دس ١ٕ٘ٛ٘ وٙتش

وٛسو٥ٔٛٗ ثب تٛخٝ ثٝ اذالُ ٚ اذاوثش تغ٥٥شات )  ( لبثُ ٔـبٞذٜ اػت.Min to Maxوٙتشَ ٚ ت٥ٕبس ؿذٜ ثب ٘بٛ٘
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 HuH-7، )ة( سدٜ ػ٣ِّٛ HepG2؛ )اِف( سدٜ ػ٣ِّٛ BestKeeperافضاس  ٞب دس ٘شْ ٕ٘ٛداس ابكُ اص تدض٤ٝ ٚ ت ٥ُّ دادٜ 6ؿىُ 
 

اٛ٘ذ ثٝ تشو٥ج٣ اص ٞش دٚ طٖ ٞٓ ٣ٔ ٠اػتفبد اٖٛ وٙتاشَ    ت ػٙا

 miRٞب٢  ثشسػ٣ ث٥بٖ طٖ ١تش دس ٌٔبِؼ صاد، اً ػبت دل٥ك دسٖٚ

ٚ ٔمب٤ؼٝ ثٝ ػ٣ِّٛ اسا٤ٝ دٞذ.  ٠ا٢ دس ٞش دٚ سد كٛست ٔـتشن 

َ دسٖٚ ٥ٌش٢ تشو٥ج٣ طٖ وبس ا٤ٗ ٘ٛع ثٝ صاد خٌب٢ ا٤دبد  ٞب٢ وٙتش

ًٛس وٝ  دٞذ. ٕٞبٖ ٞشوذاْ سا وبٞؾ ٣ٔؿذٜ دس وبسثشد ٔدضا٢ 

ٛداس ؿىُ  دس  U6تغ٥٥اشات   ١لبثُ ٔـبٞذٜ اػات دأٙا   6دس ٕ٘

HepG2 ٙٔتغ٥٥شات  ١ٚ داmiR-16  دسHuH-7  ٝ وابس٥ٌش٢   ثب ثا

ػا٣ِّٛ ٘ؼاجت ثاٝ وابسثشد      ٠تشو٥ت ا٤ٗ دٚ طٖ دس ٞاش دٚ سد 

 ٞب وبٞؾ ٤بفتٝ اػت. ٔدضا٢ آٖ

 

ٍ ي تحليل بيان  ر د snRNA-U6ي  miR-16تجسی

ٌ با واوًکًرکًميه ي سلًل سلًل َای  َای تيمارضذ

ي  BestKeeperافسارَاای   کىترل تًسا  وارم  

NormFinder. 
ٖ  افضاسٞب٢ ا٘تخبة طٖ اص ٘شْ صاد ثشاػابع   ٞب٢ وٙتاشَ دسٚ

ٛ٘ٝ پب٤ذاس٢ ث٥بٖ آٖ اٖٛ ثاٝ    ٞب٢ ٔٛسد آصٔب٤ؾ ٔا٣  ٞب ث٥ٗ ٕ٘ تا

 اؿبسٜ وشد وٝ دس BestKeeper  ٚNormFinderافضاسٞب٢  ٘شْ

ا٣٘ٚ ثشا٢ ا٘تخبة طٖ وٙتشَ داخ٣ّ ٔٙبػت اص ٥ٔبٖ  ٌٔبِؼبت فشا

 وب٘ذ٤ذٞب٢ ٔٛسد ثشسػ٣ اػتفبدٜ ؿذٜ اػات. پاغ اص كاذٚس    

 

، تدض٤اٝ ٚ ت ٥ّاُ   Excelكٛست  ثٝ Real time PCRٞب٢  دادٜ

ٚ ٕٞچٙااا٥ٗ  miR-16  ٚsnRNA-U6ٞااب٢ ٞااش دٚ طٖ    دادٜ

Ctْ٘تاب٤ح   افضاسٞب ا٘دبْ ؿذ. ٞب٢ ٥ٔب٥ٍ٘ٗ دٚ طٖ تٛػي ا٤ٗ ٘ش

بٖ NormFinderافضاس  ثشسػ٣ تٛػي ٘شْ دٞٙذٜ ا٘تخابة طٖ  ٘ـ

miR-16    اسصؽ پب٤ااذاس٢ ٤ااب(Stability Value  ;035/0 )

ٚ اػااتفبدٜ تشو٥جاا٣ اص ٞااش دٚ طٖ  HepG2ثاشا٢ سدٜ ػاا٣ِّٛ  

miR-16  ٚsnRNA-U6  ثشا٢ سدٜ ػ٣ِّٛHuH-7   ثاب اسصؽ(

 ( ثٛد. Stability Value ; 009/0پب٤ذاس٢ ٤ب 

بٍ٘ش  BestKeeperافضاس  ٞب تٛػي ٘شْ شسػ٣ دادٜ٘تب٤ح ث ٘ـ

ٚ  HepG2(ثشا٢ سدٜ ػا٣ِّٛ  021/0;P) miR-16ا٘تخبة طٖ 

 ( ثٛد. 01/0;P) HuH-7تشو٥ج٣ اص ٞش دٚ طٖ ثشا٢ سدٜ ػ٣ِّٛ 

 

َاای   وسبت بٍ بياان شن  miR-29aتغييرات بيان 

U6،miR-16 َا ي ترکيبی از آن 
ٖ  miR-29aتغ٥٥شات ث٥بٖ  -U6،miRٞاب٢   ٘ؼجت ثٝ ث٥ابٖ ط

بٖ ٚ تشو٥ج٣ اص آٖ 16 داس ث٥ابٖ ا٤اٗ    دٞٙذٜ افضا٤ؾ ٔؼٙا٣  ٞب ٘ـ

miR    ثااب ػّٕىشدٞااب٢ ٟٔبسوٙٙااذ٣ٌ تٛٔااٛس دس سدٜ ػاا٣ِّٛ

HuH-7    سدٜ ػاا٣ِّٛ  داس آٖ دس ٚ وابٞؾ غ٥اش ٔؼٙا٣HepG2 

 .(5)خذَٚ  ثٛد

 ٞب ٚ تشو٥ج٣ اص آٖ U6 ،miR-16ٞب٢  ٘ؼجت ثٝ ث٥بٖ طٖ miR-29aتغ٥٥شات ث٥بٖ  5خذَٚ 

 
ٍ مياوگيه miR-16 miR-29a وسبت بٍ U6 miR-29a وسبت بٍ miR-29a سلًلی ةرد  U6 ي miR-16 وسبت ب

HuH-7 2574/1±9442/2 7126/0±4046/2 674/0±5962/2 
HepG2 4433/0±1036/0 0337/0±4656/0 4453/0±5843/0 
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اُر، 1، شمارٌ 18، ديرٌ آسیب شىاسی زیستی مجلٍ علًم پسشکی مدرس: :9  78 1314 ب

 بحث
 RQ-PCR (timeثب اػتفبدٜ اص  miRٌٔبِؼبت ثشسػ٣ ث٥بٖ 

quantitative PCR-Real    َثب٤ذ ثب ا٘تخابة دل٥اك طٖ وٙتاش )

ٞاب ا٘دابْ ؿاٛد.     دادٜ ػابص٢  اػاتب٘ذاسد صاد ٔٙبػت ثشا٢  دسٖٚ

ػاابص٢ دل٥ااك ا٤ااٗ  ثااشا٢ ا٥ًٕٙاابٖ اص وٕیا٣  ػاابص٢ اػاتب٘ذاسد 

٥ٌاشد. ٞاذف    ٞب٢ خزاة وٛچه ص٤ؼت٣ كٛست ٣ٔ ِٔٛىَٛ

اٚس٤ب٘غ دادٜ ػبص٢ اػتب٘ذاسد ٝ اذالُ سػب٘ذٖ  ٞبػت وٝ ثشا٢  ث

ب٤بٖ وشد داس دس وٙابس افاضا٤ؾ دلات     ٖ تغ٥٥شات ص٤ؼت٣ ٔؼ٣ٕٙ٘

ٞاب٢ وٙتاشَ    ٞب اػت. اػتفبدٜ اص ثشخ٣ طٖ ٥ٌش٢ ث٥بٖ طٖ ا٘ذاصٜ

  ٖ ٞااب ثااشا٢   داخّاا٣ ثؼاا٥بس ٔشػااْٛ اػاات ٚ ٔ مماا٥ٗ اص آ

وٙٙذ. دس اب٣ِ واٝ   ٞب٢ ث٥بٖ طٖ اػتفبدٜ ٣ٔ دادٜ ػبص٢ اػتب٘ذاسد

ٝ ثٝ ا٤ٗ ٘ىتٝ وٝ ات٣ طٖ ٤ب  GAPDHٞب٢ ٔشػْٛ ٔب٘ٙذ  ثب تٛخ

β-actin ٝ٘ٛ ثشاثش ٤ب ث٥ـتش اخت ف ث٥بٖ  10ٞب٢ ٔختّف تب  دس ٕ٘

ثشا٢ ٞش ٌٔبِؼٝ ث٥ٗ ٤ه تب ػٝ طٖ ثشا٢ وٙتشَ  >،20، 19داس٘ذ =

١٘ٛ ٔٛسد آصٔب٤ؾ ثب٤اذ اسص٤ابث٣ ؿاٛد. دس     داخ٣ّ ثشا٢ ٞش ٕ٘

ٞاب  miRٞاب ٚ خاٛد   snoRNAٞب، snRNAٌٔبِؼبت ٔتؼذد٢ 

اٖٛ طٖ وٙتشَ دسٖٚ ثٝ ٞب اػاتفبدٜ  miRبت ث٥ب٣٘ صاد دس ٌٔبِؼ ػٙ

٤اب   U6 ،S5 ،S18ا٤ٗ ٌٔبِؼبت تاب ثاٝ أاشٚص ؿابُٔ      ؿٛد. ٣ٔ

miR-16 ٤ب LET-7A اخات ف ص٤ابد دس ث٥ابٖ    >33-31= اػت .

ٛ٘ٝ طٖ اٛ٘ذ ٘ؼجت  ٞب٢ ٔٛسد آصٔب٤ؾ ٣ٔ ٞب٢ ٔٛسد ٘ظش ث٥ٗ ٕ٘ ت

و٣ّ خُّ  ١هؼ٥ف ػبصٌبس ثبؿذ ٚ دس ٘ت٥د ػبص٢ اػتب٘ذاسدثٝ 

اٚسد ٘ؼبصد، ٔؼ٣ٙ أب دس ٔٛسد اخت فبت وٓ، ا٤اٗ ٔؼائّٝ    داس٢ 

اٛٞذ ثاٛد ٚ س٢ٚ ٘ت٥دا   ًٛس ٤م٥ٗ ثؼ٥بس ٔؤثش ٚ ٔؼ٣ٙ ثٝ  ١داس خ

بٖ دٞذ. ثب تٛخٝ ثٝ ٌٔبِؼ و٣ّ ٣ٔ اٛ٘ذ تیث٥ش ٔؼىٛع ٘ـ ١ وب٥ِٗ ت

(Calin( وٛسن ٚ )Corce) اٛ٘ب٣٤ ٞب دس تٙظ٥ٓ اٞاذاف  miR، ت

  ٖ ش ٞاب سا چٙاذ٤ٗ ثشاثا    ٔتؼذد دس ٔؼ٥ش ٤ىؼبٖ، تایث٥ش ص٤ؼات٣ آ

ٞاب  miRدس ٘ت٥دٝ تغ٥٥شات ٘ؼاج٣ خض٤ا٣   >. 35= وٙذ تـذ٤ذ ٣ٔ

اٛٞذ داؿت. ثٙابثشا٤ٗ   ا٣٘ٚ خ ث٥ابٖ   ٢ػابص  اػاتب٘ذاسد ا٥ٕٞت فشا

صاد ٔٙبػت داسا٢ ا٥ٕٞت اػات. ٤اه    ٞب٢ دسٖٚ ٞب ثب وٙتشَ آٖ

ٞاب ٔٙبػات اػات ِٚا٣      صاد ثشا٢ ثشخا٣ آصٔاب٤ؾ   وٙتشَ دسٖٚ

ػبت ٞشچٝ اػتفبدٜ ث٥ؾ اص ٤ه وٙتشَ داخ٣ّ ثشا٢ ػٙدؾ اً 

اٛٞذ ثٛد. ٌٔبِؼ دل٥ك ( ٚ Heidi) ١ ٥ٞذ٢تش تغ٥٥شات ث٥بٖ ٔف٥ذ خ

بٖ داد، اػتفبدٜ اص خٛد طٖٕٞىبساٖ  -miRؿابُٔ   miRٞب٢  ٘ـ

191 ،miR-103  ٚmiR-17-5P   ٖدس ثشسػاااا٣ ث٥اااابmiR دس 

صاد ٔٙبػت  وٙتشَ دسٖٚ ػشًب٣٘ ٚ ًج٥ؼ٣ ثشا٢ٞب٢  ثبفت ثشخ٣

تاش٢   U6  ٚS5ٞب٣٤ ٔب٘ٙذ  اػت ٚ ات٣ ٘ؼجت ثٝ طٖ ؿشا٤ي ثٟ

ٝ٘ٛ ٚ  (Pamelaپابٔ  )  ١. دس ٌٔبِؼا >36ٞاب داس٘اذ =   دس ا٤ٗ ٕ٘

 ٖ ، miR (miR-16 ،miR-21 ،miR-10bٞاااب٣٤ اص  ٕٞىاابساٖ، ط

miR-26b  ٚlet-7 ٚ )snRNA (RNU19 ،RNU48  ٚ

Z30) ٖٚثشا٢ وٙتشَ دس  ٝ ٛ٘ا ٚ تٛٔاٛس   ًج٥ؼا٣ ٞاب٢   صاد دس ٕ٘

ٖ پؼتبٖ ثشسػ٣ ؿذ = خٛؽ ٓ ٚ ثذخ٥ٓ ػشًب ٞب  ٘تب٤ح آٖ .>37خ٥

اابٖ داد  اص پب٤ااذاس٢ ث٥ـااتش٢ دس ثاا٥ٗ     miR-16  ٚLet-7٘ـ

ٛ٘ااٝ دسٔااٛت  ا٢ ٞاآ ٔااه ٞااب ثشخٛسداسػاات. دس ٌٔبِؼااٝ ٕ٘

(McDermott)  تشو٥جاا٣ اص  ٠ٚ ٕٞىاابساٖ اػااتفبدmiR-16  ٚ

miR-425  دادٜ ػابص٢  اػتب٘ذاسدثشا٢    ٚ  ٞاب سا پ٥ـاٟٙبد وشد٘اذ 

 ٖ تاش اص اػاتفبد      اسص٤ابث٣ آ ٝ  ٠ٞاب ا٤اٗ تشو٥ات سا ثٟ ٟٙااب٣٤ اص ت ثا

snRNA-U6  ٤ب ٚmiR ٝ٘ٛ ٞب٢ خاٖٛ ٚ ثبفات تٛٔاٛس     دس ٕ٘

ابٖ داد    ثااب ٚخاٛد ٘مااؾ ٟٔبسوٙٙاذ٣ٌ سؿااذ    .>38=پؼاتبٖ ٘ـ

، ا٤ٗ طٖ ت ت miR-16ٞب٢ ػشًب٣٘ وجذ ثب افضا٤ؾ ث٥بٖ  ػَّٛ

ٞب٢ ػ٣ِّٛ ػشًب٣٘ وجذ دس ا٤ٗ  ت٥ٕبس ثب ٘ب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗ دس سدٜ

لبثُ تٛخٝ اػت واٝ ا٤اٗ   داس٢ ٘ذاؿت.  ٌٔبِؼٝ تغ٥٥ش ث٥بٖ ٔؼ٣ٙ

ث٥بٖ پب٤ذاس ٚ ثب ثجبت ث٥ـتش٢ ٘ؼجت  HepG2ٞب٢  طٖ دس ػَّٛ

اٛ٘ذ  ت ت ت٥ٕبس ثب ٘ب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗ داؿت. ا٤ٗ ٔؼئّٝ ٣ٔ U6ثٝ  ت

ٗ دس ٞذف ثٝ ٖ وٛسو٥ٔٛ ٞب٢  ٥ٌش٢ ِٔٛىَٛ د٥ُِ چٙذ ٞذف٣ ثٛد

   ٝ اٖٛ   ٔتؼذد دس ٔؼ٥ش ٔمبثّٝ ثب ػشًبٖ ثبؿاذ ٚ ا٤اٗ طٖ سا ثا ػٙا

د ٔٙبػات دس ٔدٕٛػاٝ ٔاٛسد آصٔاب٤ؾ دس سدٜ     صا وٙتشَ دسٖٚ

دس ٔؼشم تٛخٝ لشاس دٞذ. ثاٝ ٞاش اابَ دس     HepG2ػ٣ِّٛ 

صاد ت ت ت٥ٕابس داس٤ٚا٣    ٞب٢ وٙتشَ دسٖٚ استجبى ثب ثشسػ٣ طٖ

ٞاب٢   ٌٔبِؼبت ص٤بد٢ دس دػتشع ٥٘ؼت ٚ دس اغّت پاظٚٞؾ 

 ٖ ٞاب٢ ٔشػااْٛ، ثااذٖٚ اسص٤اابث٣   ٔشثاٛى ثااٝ ا٤ااٗ ٔٛهااٛع ط

اٖٛ طٖ ٔشخااغ اػااتفبدٜ  اد ثااٝص ٞااب٢ وٙتااشَ دسٖٚ ٤ٚظٌا٣  ػٙاا

ث٥بٖ ثابلا   miR-16  ٚsnRNA-U6ابهش  ١اػت. دس ٌٔبِؼ ؿذٜ

ػا٣ِّٛ   ٠سا دس ا٤اٗ دٚ سد  (P>1/0داس٢ ) غ٥شٔؼ٣ٙٚ تغ٥٥شات 

بٖ داد. ت ت ت٥ٕبس ثب ٘ب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗ  اِجتاٝ ٔ ممابٖ ابهاش    ٘ـ
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تشو٥جا٣ اص ا٤اٗ دٚ طٖ ثاشا٢ وٙتاشَ      ٠وٙٙاذ اػاتفبد   پ٥ـٟٙبد ٣ٔ

ٞاب٢ ػا٣ِّٛ    دس سدٜ miRتدض٤ٝ ٚ ت ٥ُّ ث٥بٖ  صاد ثشا٢ دسٖٚ

اٛ٘ذ ا٘تخبة  ػشًب٣٘ وجذ ت ت ت٥ٕبس ثب ٘ب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗ ٞٓ ٣ٔ ت

تغ٥٥اشات   ١دأٙا تش ثاب تٛخاٝ ثاٝ     ثشسػ٣ دل٥ك دس ٔٙبػج٣ ثبؿذ.

ٞب دس ؿشا٤ي ت٥ٕبس ثاب تشو٥ات    ا٢ ث٥ب٣٘ ٞش د٢ٚ ا٤ٗ طٖ چشخٝ

ٞب٢  داس٣٤ٚ ٔٛسد ٘ظش ثشسػ٣ ابهش، ٘ب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗ ٚ ثشسػ٣

ٚ  Bestkeeper افضاسٞاااب٢ ٞاااب دس ٘اااشْ  تغ٥٥اااشات چشخاااٝ

Normfinderٝتااش ٚ ا٘تخاابة  ٥ٌااش٢ دل٥ااك ، ٔٙدااش ثااٝ ٘ت٥داا

اٖٛ ٌفات    ًٛس واُ ٔا٣   تش٢ دس ا٤ٗ ص٥ٔٙٝ ؿذ وٝ ثٝ ٔٙبػت تا

snRNA-U6    ٤ب اػتفبدٜ تشو٥جا٣ اص ا٤اٗ دٚ طٖ دسHuH-7  ٚ

miR-16  دسHepG2    ت ت ت٥ٕبس ؿاشا٤ي پب٤اذاستش٢ داسد. دس

 ٠ػ٣ِّٛ دس ٤ه ٌٔبِؼاٝ اػاتفبد   ٠اػتفبدٜ اص ٞش دٚ سدكٛست 

اِجتٝ ٞب ثشا٢ وبٞؾ خٌب ٔٙبػت اػت.  تشو٥ج٣ اص ٞش دٚ ا٤ٗ طٖ

ؿٛد ثشسػا٣   ًٛس وٝ دس ٘تب٤ح ٔـبٞذٜ ٣ٔ دس ا٤ٗ ٌٔبِؼٝ ٕٞبٖ

ٖ   miR-29aتغ٥٥شات ث٥ابٖ   ٤اب   U6 ،miR-16ٞاب٢   ٘ؼاجت ثاٝ ط

ت ٘ؼج٣ ث٥بٖ ا٤ٗ ٥ٌش٢ اص تغ٥٥شا ٞب تفبٚت٣ دس ٘ت٥دٝ تشو٥ج٣ اص آٖ

اٛ٘اذ ٘بؿا٣ اص اخات ف وآ ثا٥ٗ       طٖ ٘ذاؿت. ا٤ٗ ٔؼئّٝ ٣ٔ ت

ٖ   ٞب ثٝ ٞب٢ ٔختّف ا٤ٗ طٖ ابِت اٖٛ وٙتاشَ دسٚ صاد ثبؿاذ.   ػٙا

ٞاب٢   ٌشچٝ ٌٔبِؼبت ث٥ـتش ٚ ثشسػ٣ ث٥بٖ ٥ًف ٚػ٥ؼ٣ اص طٖ

snRNA  ،ٞابsnoRNA  ٚ ٞابmiR    ٞاب٢ د٤ٍاش ت ات ت٥ٕاابس

ٗ ٘تب٤ح دل٥ك اٛ ٘ب٘ٛوٛسو٥ٔٛ ٞذ داؿت. ٘تب٤ح ا٤ٗ تش٢ سا دس پ٣ خ

اٛ٘ذ پب٤ ت م٥ك ٣ٔ ٌٔبِؼبت ٔشتجي ثب اثش ٘ب٘ٛوٛسو٥ٔٛٗ س٢ٚ  ١ت

 دس ػشًبٖ وجذ لشاس ٥ٌشد. miRٞب٢ ث٥بٖ طٖ

 

 تـىش ٚ لذسدا٣٘
   ٖ ٝ  ت م٥اك ابهاش ثخـا٣ اص پب٤ااب  اسؿااذ وبسؿٙبػا٣  ٘بٔا

اد٣٤ٛ ٍبٜ دا ط٘ت٥ه ٌشٜٚ ٔلٛة دا٘ـ ىذٜ ػّْٛ ص٤ؼت٣ دا٘ـ ٘ـ

اٍبٜ  تشث٥ت ٔذسع اػت وٝ ثب إب٤ت  ٔب٣ِ ٚ أىب٘بت آٖ دا٘ـ

اىذٜ ست ٌشفت. ثب ػپبع اص و٥ّٝ اػوب٢ كٛ ٌشٜٚ ط٘ت٥ه دا٘ـ

اٍبٜ تشث٥ت ٔذسع، ثٝ تٕب٣ٔ ٔ مم٥ٗ ٔؼ٥ش  ْ ص٤ؼات٣ دا٘ـ ػّاٛ

 ٌشدد. ٔمبثّٝ ثب ػشًبٖ تمذ٤ٓ ٣ٔ
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