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Abstract 
Objective: Understanding gene expression variations by using RNA transcript analysis 
methods during hepatic viral protein interactions with the IFN pathway in hepatic cell 
lines has recently gained importance. One of the most powerful techniques in gene 
expression quantification is quantitative real-time RT-PCR. Reference genes used as 
normalizer in this method may be affected across various experimental conditions or 
treatments. Hence, in the present study, the influence of IFN-α treatment on the mRNA 
levels of common reference genes including ACTB, GAPDH, TBP, HPRT1 and HMBS 
was evaluated in Huh-7 or HepG2 cell lines.  
Methods: Cells were treated with different concentrations of IFN-α. Then, using geNorm 
and NormFinder programs, we evaluated the expression stabilities of the above prominent 
reference genes in three sample groups that included each hepatic cell line and the total 
data sets.  
Results: HPRT-1 and GAPDH were the most stable reference genes in the Huh-7 cell 
line, whereas ATCB, HMBS and GAPDH were the most stable in the HepG2 cell line. 
TBP was one of the least stable reference genes in the three studied groups.  
Conclusion: This investigation will provide appropriate reference genes for 
standardization of quantitative real-time PCR data in an IFN-α stimulated model of 
hepatocyte cell lines. 
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  03/05/91 :پذيرش مقاله  19/01/91 :دريافت مقاله
  چكيده

ي هـا ط ـ   تغييرات بيـاني ژن   درك  هاي اسيدهاي ريبونوكلئيك به منظور       هاي بررسي رونوشت   كارگيري روش   اخيراً به  :هدف
يكـي از   . انـد   هاي سلولي كبدي اهميـت فراوانـي يافتـه          هاي كبدي با مسير اينترفرون در رده       هاي ويروس  تداخلات پروتئين 

بيـان   .اسـت اي پليمـراز در زمـان واقعـي     ها روش كمي واكنش زنجيـره  هاي كمي بيان ژن ها در بررسي  قدرتمندترين روش 
سـت تحـت تـأثير شـرايط مختلـف           ا شـوند ممكـن     كار گرفته مي   هر اين روش ب   هاي مرجعي كه براي نرماليزه كردن نتايج د        ژن

آور   تأثير تيمار با اينترفرون آلفا بر سطح اسيد ريبونوكلئيك پيام          بنابراين در اين مطالعه،   . گيردبآزمايشي يا تيمارهاي مختلف قرار      
 بررسـي  Huh-7 و  HepG2ولي  هاي سل    در رده  HMBS و   ACTB  ،GAPDH  ،TBP  ،HPRT-1هاي مرجع متداول شامل      ژن

 .شده است
 و  geNormافـزار     سـپس بـا كمـك دو نـرم        . هاي مختلف اينترفرون آلفـا تيمـار شـدند         ها با غلظت    سلول :ها مواد و روش  

NormFinder   هريك از ردة سـلولي كبـدي و مجمـوع دو             هاي مرجع مورد مطالعه در سه گروه نمونه شامل          ثبات بيان ژن 
 .رده با هم بررسي شد

 GAPDH و   HMBS  ،ACTB هستند در حالي كه      Huh-7ها در ردة سلولي       پايدارترين ژن  GAPDH و   HPRT-1 :نتايج
هـاي مـورد    هـاي مرجـع در گـروه     يكي از ناپايدارترين ژن TBPبه علاوه   . هستندها    پايدارترين ژن  HepG2در ردة سلولي    

  .مطالعه بوده است
اي پليمراز در زمان واقعـي        مناسب براي استاندارد كردن نتايج واكنش زنجيره      هاي مرجع    اين پژوهش ژن  نتايج   :گيري  نتيجه

 .كند در مدل سلول كبدي تحريك شده با اينترفرون آلفا را معرفي مي
  

  ، اينترفرون آلفاكنترلهاي   ژن،Huh-7، HepG2 :كليدواژگان
  

  

  مقدمه
توانـد منجـر بـه      مـي  B و   Cهاي ويروسي هپاتيـت      عفونت

ــاري ــاي بيم ــيروز  ه ــزمن، س ــت م ــر هپاتي ــدي نظي ــزمن كب     م

  
)Cirrhosis(  و كارســينوماي كبــدي )Liver Carcinoma (

جايي كه درصد بالايي از بيماران به درمان با اينترفـرون            از آن . شود
، ]3-1[دهند   پاسخ مناسبي نمي)Interferon alpha: IFN-α (آلفا

 85-73: ، صفحات1391 تابستان، 2، شماره 15وره ، دآسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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   مقاومـت  ايه ـ اي در راستاي دستيابي به مكانيسم مطالعات گسترده 
هـاي    در سـلول )In Vitro(تنـي   به اينترفرون در شرايط بـرون 
ثر اينترفـرون   ا بررسي   .]5 ، 4[است  سرطاني كبدي شكل گرفته     

هاي كبدي آلوده به ويروس      دستي در سلول    هاي پايين  بر بيان ژن  
هاي  هاي دستيابي به اين مكانيسم     يا اجزاي ويروسي يكي از راه     

اي پليمــراز در زمــان واقعــي  يــرهواكــنش زنج.  اســتمقاومــت
)Quantitative Real Time PCR: qRT-PCR( يكــي از 

هـا   تغييـرات بيـاني ژن     كمي   تجزيه و تحليل   ها در  بهترين روش 
اين روش اختصاصي، حساس و قابل اعتمـاد     . شود  محسوب مي 

رود   ها به كـار مـي      است و به طور گسترده در مطالعات بيان ژن        
لي نظيــر ميــزان متفــاوت مــاده اوليــه، در ايــن روش عــوام. ]6[

كارآمدي متفاوت استخراج اسيد ريبونوكلئيك همچنين حـضور        
. ]7[تواند منجر به حصول نتايج غير دقيق شود           ها مي   مهار كننده 

ترين روش براي غلبه بر اين نوسانات و نرمـاليزه كـردن             متداول
)Normalization ( ژن . اسـت هاي مرجع    كارگيري ژن  نتايج، به

مرجعي مطلوب است كه در شرايط مختلف آزمايش بيان ثـابتي           
 نوسـانات بيـاني     دهنـده  نـشان مطالعات اخيـر    . ]8[داشته باشد   

هاي مرجع متداول در مراحل مختلـف سـلولي نظيـر مـرگ              ژن
هاي مختلـف    ، درمان ]Apoptosis (]9(ريزي شدة سلول      برنامه

اننـد  ، شـرايط مختلـف محيطـي م   ]10[ ها دارويي نظير هورمون
هـا و انـواع مختلـف         يـا در بافـت     ]Hypoxia( ]11 (هيپوكسي

اي نـشان     به عنوان مثـال در مطالعـه      . است ]12[هاي سلولي     رده
فـسفات دهيـدروژناز    -3-گليـسرآلدهيد  بيانداده شده است كه     

)Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase: GAPDH( 
 اسـتراديول    تحـت تـأثير    -هاي مرجـع   ترين ژن  يكي از متداول  -
)Estradiol (هــاي  در ســلولMCF-7) Michigan Cancer  

Foundation- 7 (  جـايي كـه ژن     از آن.]10[يابـد   افـزايش مـي
 موجـود   RT-PCRهاي   آزمايشمرجع واحد با ثبات براي تمام       

ترين   اي به طور خاص با ثبات        در هر مطالعه   بنابراين بايد نيست  
اي نـشان داده        تا در مطالعه  در همين راس  . كار برد  بهژن مرجع را    

شد كه انتخاب صحيح و دقيق ژن مرجع بـراي نرمـاليزه كـردن              
اي در نتايج خواهد داشت و      تأثير قابل ملاحظه   RT-PCRنتايج  

شود كه در     منجر به حصول نتايجي كاملاً متفاوت با شرايطي مي        
در . ]13[كــار گرفتــه نــشده اســت  آن ژن مرجــع بــا ثبــات بــه

تـرين ژن     بـا هـدف يـافتن مناسـب        2008ر سال   اي كه د    مطالعه
هـاي    هـا توسـط ايـن روش در رده         مرجع براي بررسي بيان ژن    

- و هيدروكسي متيـل    GAPDHسلولي سرطان كبد انجام شد،      
 )Hydroxymethylbilane Synthase: HMBS (بيلان سينتاز

هـاي مرجـع از ميـان شـش ژن ديگـر             به عنوان پايـدارترين ژن    
 از اين دست نشان داد كـه        يطالعاتي ديگر م. ]14[معرفي شدند   

ــسفوريبوزيل  ــوزانتين فـ ــسفراز  -هيپـ   Hypoxanthine(ترانـ
Phosphoribosyltransferase 1: HPRT-1 (پـــروتئين و 

  :TATA) TATA-Binding Proteinمتصل شونده به جعبـه  
TBP ( هـا در    هاي مرجع براي بررسي بيـان ژن       ترين ژن   با ثبات

 آلـوده   C و يـا     Bويـروس هپاتيـت     بافت سرطاني كبد كـه بـه        
هـا از طريـق      جايي كه اينترفـرون    از آن . ]17-15[است   ،اند  شده

دهنـد    زيستي متعددي نشان مي   آثار  ها   اثر بر گروه بزرگي از ژن     
ست تحت تأثير اينترفـرون      ا هاي مرجع نيز ممكن    ، بيان ژن  ]18[

ي در مطالعات بررسي تغييرات بياني كه رو      بنابراين  . قرار بگيرد 
شود، اولين گـام      هاي كبدي در حضور اينترفرون انجام مي       سلول
تـرين ژن مرجـع    دار انتخاب با ثبات    دستيابي به نتايج معني   براي  
هـاي سـلولي      در اين مطالعه تلاش شده است كـه در رده         . است

انـد بـا     كه با اينترفرون تحريك شـده )Huh-7, HepG2(كبدي 
 NormFinderو  ] geNorm] 19  ،20افـزار     كارگيري دو نرم   به
، )اكتـين -بتـا  (ACTBاز ميان پـنج ژن      ها   ترين ژن   با ثبات ] 21[

GAPDH ،HMBS ،TBP و HPRT-1معرفي شوند .  
  

  ها روش و مواد
  كشت سلولي و مجاورت با اينترفرون

ــامل      رده ــسان ش ــد ان ــرطان كب ــلولي س ــاي س  Huh-7ه
)Invitrogen، ــا ــران، NCBI (HepG2و ) آمريك ــن ) اي در اي

ــه مطال ــه ب ــه   ع ــار گرفت ــدك ــلول . ش ــن س ــيط   اي ــا در مح ه
Dulbecco’sModified Eagle) Bioseraحـاوي  ) ن، انگلستا
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 درصــد ســرم جنــين گــاوي غيرفعــال شــده توســط حــرارت 10
)Gibco  ،Invitrogen، هاي استرپتومايـسين     بيوتيك  و آنتي ) آمريكا
)Streptomycin) (1/0   سـيلين    و پنـي  ) ليتـر    ميكروگرم بر ميلي
)Penicillin) (100    ليتر  ميلي واحد بر) (Biosera و ) ، انگلستان

گراد بـه مـدت       درجة سانتي  37 در دماي    CO2 درصد   10تحت  
هـاي   هـا بـا غلظـت      سپس سـلول  . ند ساعت كشت داده شد    24

 و  250،  500شامل) ، آمريكا Peprotech(مختلف اينترفرون آلفا    

 و  سـاعت  12 و   24هـاي    ليتر در مدت زمـان       واحد بر ميلي   125
 سـاعت   6ليتر در مدت زمـان         واحد بر ميلي   250 و   500،  1000

 سـلولي همـان     نمونة كنترل در هر ردة    ). 1جدول  (تيمار شدند   
 ساعت پس از زمان كشت و رشـد         24كه  بود  هاي طبيعي    سلول

 هاي اسـيد   تمـامي   به منظور اسـتخراج     در شرايط بهينة ذكر شده    
ها بـراي     ز نمونه يك ا  هر. آوري شدند  ريبونوكلئيك سلولي جمع  
  .هر دو ردة سلولي تهيه شد

  
  هاي مختلف كار رفته در گروه ها با اينترفرون آلفا و غلظت به مدت زمان مجاورت سلول 1جدول 

  

   اينترفرون آلفا*غلظت  شمارة نمونه
  )ساعت(

  زمان مجاورت با اينترفرون آلفا
  )ساعت(

1  500 24 

2  250 24 

3  125 24 

4  500 12 

5  250 12 

6  125 12 

7  1000 6 

8  500 6 

9  250 6 

 - -  كنترل
  
  .ها براي هر دو ردة سلولي تهيه شد هر يك از نمونه.  يك روز پس از كاشتن افزوده شدHepG2 و Huh-7هاي  هاي مختلف اينترفرون آلفا به محيط كشت سلول غلظت *

  
 هاي مرجع انتخاب شده  مشخصات ژن2جدول 

  
 شناسة ژن در بانك ژن ملكرد ژنع نام ژن نشانة ژن

GAPDH آنزيم گليكوليتيك فسفات دهيدروژناز- 3- گليسرآلدهيد NM_002046 
ACTB پروتئين ساختاري اسكلت سلولي اكتين-بتا NM_001101 

HPRT-1 سنتز پورين در مسير بزاق ترانسفراز- هيپوزانتين فسفوريبوزيل NM_000194 
TBP TATA boxكتور رونويسي اسيد ريبونوكلئيك ترانسفراز فا  بايندينگ پروتئينΠ NM_003194 

HMBS سنتز هم، متابوليسم پورفيرين بيلان سينتاز- هيدروكسي متيل NM_000190.3 

  
لـولي        اـم س  و  )RNA (استخراج اسيد ريبونوكلئيـك ت
 )cDNA(تبديل به اسيد دزوكسي ريبونوكلئيك مكمل 

  RNeasy plusكمـك   اسيد ريبونوكلئيك تـام سـلولي بـه   
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
 
  

Mini Kit) Qiagenطبق برنامه مربوط استخراج شـد ) ، آلمان .
 ميكروگرم از اسيد ريبونوكلئيك تام سلولي در مجـاورت          2سپس  

 بـه  )Random Hexamer Primers( ميكروگرم آغـازگر  2/0با 
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 )Incubate(گراد انكوبـه      سانتي   درجه 65 دقيقه در دماي     5مدت  
  . شدو سريعاً روي يخ سرد

  ، Tris/HClمـولار      ميلـي  50(سپس بـه ايـن مخلـوط بـافر          
مـولار    ميلـي  MgCl2  ،10مـولار     ميلـي  KCl  ،4مـولار      ميلي 50

DTT) Dithiothreitol(  ،3/8 pH(      مهار كنندة تخريب اسـيد ،
، مخلـوط نوكلئوتيـدي     ) واحـد  Ribolock) (20(ريبونوكلئيك  

)dNTPs mix) (50از معكوس و آنزيم ترانسكريپت) مولار  ميلي
)Revert Aid M-MulV Reverse Transcriptase() 200 

 . ميكروليتر رسـانده شـد     20افزوده شد و به حجم نهايي       ) واحد
 بــا اســتفاده از آنــزيم ترانــسكريپتاز معكــوس بــه اســيد ســپس

  واكـنش در دمـاي     . دزوكسي ريبونوكلئيك مكمـل تبـديل شـد       
 آن در دمـاي      دقيقه و به دنبال    10گراد به مدت      درجة سانتي  25
 در نهايـت  . دقيقه انجام گرفت60گراد به مدت     درجة سانتي  42

 دقيقـه   10گراد به مـدت       درجة سانتي  70ترانسكريپتاز در دماي    
كار گرفته شده در اين مرحلـه از         تمام تركيبات به  . (غيرفعال شد 

  ). شدتهيهفرانسه  Fermentasكت شر
  

  طراحي آغازگر
 GAPDH و   ACTBامل  در اين مطالعه پنج ژن مرجع ش ـ      

 هـا  هاي مرجع در نرماليزه كـردن بيـان ژن         ترين ژن  از متداول كه  
در مطالعـات اخيـر      كـه    HPRT-1 و   HMBS  ،TBPو   هستند

هاي سرطاني كبدي جـدا شـده از بيمـار بـه عنـوان               روي سلول 
 ]14[كار گرفته شد     اند به   هاي مرجع با بيان ثابت معرفي شده       ژن

هــاي انتخــاب شــده از پايگــاه  تــوالي ژنــومي ژن). 2جــدول (
دست آمـد و    به)Gene Bank Database(اطلاعاتي بانك ژن 

 طراحـي  ”Primer 3 Software“افـزار   آغازگرها با كمك نـرم 
 /http://www-genome.wi.mit.edu/cgibin/primer( شد

primer3-www.cgi(. ــر  آ ــراي تكثي ــصاصي ب غازگرهــاي اخت
 TTAAAA-'5از  عبـارت اسـت      GAPDHهاي ژن    رونوشت

GCAGCCCTGGTGAC-3'    5 و'-CTCTGCTCCTCC 

TGTTCGAC-3' باز توليد  جفت144 كه محصولي به اندازه   

هـاي ژن     آغازگرهاي اختصاصي براي تكثيـر رونوشـت       .كند  مي
ACTB  5 عبارتست از'-CCTTGCACATGCCGGAG-3'  و

5'-GCACAGAGCCTCGCCTT-3'     كه محصول تكثير شده 
 با آغازگرهاي   HPRT-1هاي ژن    رونوشت. باز طول دارد    جفت 113

  و'ACCCTTTCCAAATCCTCAGC-3-'5اختـــصاصي 
5'-TCCTCCTCCTGAGCAGTCA-3' كثير و محصولي بـه     ت

 TBPهاي ژن    در حالي كه رونوشت   ؛  باز توليد شد    جفت 147طول  
 'TGGACTGTTCTTCACTCTTGGC-3-'5با آغازگرهاي   

 به طـور    'TTCGGAGAGTTCTGGGATTGTA-3'-5و  
باز طول    جفت 227اختصاصي تكثير شد و محصول تكثير شده        

 GTACCCACG-'5 همچنين آغازگرهاي اختـصاصي   . داشت

CGAATCACTCT-3'   5 و'-AGCCTACTTTCCAAG 

CGGAG-3'   هاي ژن     در تكثير رونوشتHMBS كار رفـت     به
جـدول  (باز بود     جفت 96اي به طول      كه حاصل اين تكثير قطعه    

 Eurofins MWG(آغازگرها با بالاترين كيفيت سنتز شـدند  ). 2

Operon اختـصاصيت آغازگرهـا بـا كمـك تجزيـه و           ). ، آلمان
تحليل منحنـي ذوب و بررسـي بانـد اختـصاصي در محـصول              

اي پليمراز در زمان واقعي با كمـك الكتروفـورز            واكنش زنجيره 
  .رصد تأييد شد د5/1روي ژل آگارز 

  
 اي پليمراز در زمان واقعي با استفاده        واكنش زنجيره 
 )SYBR Green(از سايبرگرين 

 Rotor-Geneاي پليمـراز بـا كمـك دسـتگاه      واكنش زنجيره

 SYBR® Premix Ex Taq™ II) Perfect  و كيـت 6000

Real Time, TaKaRa Biotechnology طبـق چرخـه  )، ژاپـن  
و در  )  ثانيـه  30گـراد بـه مـدت        ي درجه سانت  95(دمايي اوليه   

 درجـه   64 ثانيـه و     5گـراد بـه مـدت         درجه سـانتي   95(ادامه  
.  چرخه انجـام شـد     35به تعداد   )  ثانيه 26گراد به مدت     سانتي

مواد مورد نيـاز بـراي واكـنش          ميكروليتر 10  حاوي هر تيوب 
 -  ميكروليتر از اسيد دزوكسي ريبونوكلئيك مكمـل         5/0 شامل

 ميكروليتـر   5/0 - نوگرم اسيد ريبونوكلئيك   نا 50حاصل تبديل   
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 ميكروليتـر از    5،  ) پيكومـول بـر ميكروليتـر      5(از هر آغـازگر     
 5/3 و حــاوي ســايبرگرين) Master Mix(مخلــوط اصــلي 

ــود  ــتريل ب ــر آب اس ــد  . ميكروليت ــور تأيي ــه منظ ــت ب در نهاي
اختصاصيت محصول تكثير شده و عدم تشكيل آغازگر ديمـر          

 99- 50حني ذوب در فاصلة دمـايي       براي هر جفت آغازگر من    
هـا   يـك از ژن    هر واكنش براي هر   . گراد رسم شد   درجة سانتي 

ها  ميانگين آن از  ها   تجزيه و تحليل  براي  چهار بار انجام شد و      
  .استفاده شد

 RT-PCRبررسي كارآمدي 
 براي هر جفت آغازگر بر طبق شـيب منحنـي           PCRكارآمدي  

ني استاندارد براسـاس چهـار   منح .دست آمد استاندارد رسم شده به
سازي چهـار    سازي از نمونه كنترل رسم شد كه اين رقيق         برابر رقيق 

در . بار تكرار شد و منحني با كمـك ايـن چهـار نقطـه رسـم شـد                
 درصد كارآمدي، كارآمدي 100 براي 2صورت در نظر گرفتن عدد 

PCR      متغير بـود و ضـريب   15/2-93/1 براي جفت آغازگرها بين 
  ).3جدول (  متغير بود998/0-990/0 بين )R2(همبستگي 

  
  ريب همبستگي براي هر جفت آغازگر و ضPCR كارآمدي 3جدول 

  
  نشانة ژن  )E(كارآمدي   )R2(ضريب همبستگي 

Huh-7 HepG2 Huh-7 HepG2 
GAPDH 993/0 999/0 115درصد93  درصد  
ACTB 992/0 995/0 108درصد98  درصد  

HPRT-1 992/0 998/0 101درصد101 رصد د  
TBP 992/0 994/0 98درصد99  درصد  

HMBS 990/0 994/0 105درصد111  درصد  
  

  .دست آمد  بهHepG2و Huh-7 هاي سلولي   براي هر جفت آغازگر بر طبق شيب منحني استاندارد رسم شده در ردهPCRكارآمدي 
  

 بـا اسـتفاده از      ها ژنتجزيه و تحليل ثبات بيان      
 NormFinder و geNormافزارهاي  نرم

نـسخه   (geNormافزار     با استفاده از دو نرم     ها  ژن ثبات بيان 
 درجـه   geNormافـزار     نرم . بررسي شد  NormFinderو  ) 5/3

اساس ميزان نوسانات آن     را براي هر ژن مرجع بر     ) M(ثبات ژن   
هـاي موجـود در آزمـايش        ژن در مقايسه دوتـايي بـا ديگـر ژن         

 بررسـي  NormFinderافزار  م نرم الگوريت. ]20[كند    محاسبه مي 
نوسانات بيان هر ژن مرجع مـورد مطالعـه در مقايـسه بـا تمـام                

هـا   تمام تجزيه و تحليـل    . ]21[است  هاي موجود در مطالعه      ژن
، Huh-7به طور مجزا براي سه گروه نمونه شـامل رده سـلولي             

  . و مجموع دو رده سلولي انجام شدHepG2رده سلولي 
  

 نتايج
   آغازگرها اسيد ريبونوكلئيك و اختصاصيتبررسي كيفيت

)  نـانومتر 280/260(ميانگين نسبت جذب در دو طول موج   

 بود كـه نـشان   01/2±045/0هاي اسيد ريبونوكلئيك   براي نمونه 
 و  S18مشاهدة بانـدهاي    . ها است   دهندة خلوص مناسب نمونه   

S28         اسيد ريبونوكلئيك ريبوزومي هنگام الكتروفـورز روي ژل 
 است كه   5/1تر از    بزرگ) S18/S28(ان داد كه نسبت     آگارز نش 

 مناسب اسـيد ريبونوكلئيـك دلالـت       )Integrity(بر يكپارچگي   
و عدم حـضور آغـازگر      ) Peak(مشاهدة يك نقطه اوج     . كند  مي

مـشاهدة تـك    و   RT-PCRديمر در منحني ذوب محـصولات       
 اختصاصيت  نشان دهنده باند با اندازة مورد نظر روي ژل آگارز         

  .استازگرهاي طراحي شده آغ
  

 هاي مرجع  بياني ژننمودار
ــراي هريــك از )Cycle threshold: Ct (حــد آســتانه  ب

هاي مـورد مطالعـه در شـرايط         هاي مرجع زماني كه در گروه      ژن
هـاي   اينترفرون در زمـان   متفاوت  مجاورت با دوزهاي    (مختلف  

 نـشان   1 نمـودار قرار داده شده بودنـد در       ) انكوباسيون مختلف 
 ميـانگين مقـدار     شـود   طور كه مشاهده مي    همان. داده شده است  
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Ct TBP در گروه    83/20±92/0 معادل Huh-7   5/21±25/1 و 
هـاي    ترين بيان را در تمام نمونـه        پايينبود كه    HepG2در گروه   

 Ct GAPDH 49/0±68/12ميانگين مقـدار     . داشت مورد مطالعه 

ــروه  ــروه 45/13±84/0 و Huh-7در گـ ــ HepG2 در گـ   ود بـ
 شـت هـاي مـورد مطالعـه دا        بالاترين بيان را در تمـام نمونـه       كه  

  ).1 نمودار(
  

  
  

  
  

.  نـشان داده شـده اسـت      HepG2)  و ب  Huh-7) هاي الف    در گروه  Ctصورت    پنج ژن مرجع مورد مطالعه در شرايط آزمايشي متفاوت؛ ميزان بيان به            Ct ميزان   1نمودار  
در مدت ) ليتر  واحد بر ميلي250، 500 ،1000(و )  ساعت12 و 24(هاي  در مدت زمان) ليتر  واحد بر ميلي125، 250، 500( آلفا هاي مختلف اينترفرون   ها با غلظت   سلول
  . ساعت تيمار شدند6زمان 

  

 هاي مرجع ثبات بياني ژن
هـاي مرجـع      ترتيب ثبـات بيـاني ژن      geNormافزار    در نرم 

شخص م ـ) نميزان ميانگين ثبـات ژ  (M Valueبراساس ميزان 
تر باشد بيـان ژن مربـوط     پايينM Valueهرچه ميزان . شود مي

. در مطالعه موردنظر از پايداري بالاتري برخوردار خواهـد بـود          
  ها زماني كـه     دهد كه براي نرماليزه كردن بيان ژن        نتايج نشان مي  

  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

 و GAPDH همزمـان هر دو ردة سلولي مدنظر هستند اسـتفاده         
HPRT-1 همين نتيجـه زمـاني     .  نتيجه را خواهد داشت     بهترين

افـزار     هم باشـد از ايـن نـرم        Huh-7كه گروه مورد مطالعه تنها      
تجزيه و تحليل ثبات بيان ژن در گروه        ). 2 نمودار(دست آمد    به

HepG2     نشان داد كه ACTB   و HMBS   هـا   تـرين ژن     با ثبـات
  نيـز مـشابه بـا      NormFinderافـزار     در نرم ). 2 نمودار(هستند  
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geNorm               عدد كمتر براي يـك ژن بيـانگر ثبـات بيـاني بـالاتر 
 در گـروه    NormFinderافـزار     دست آمده از نرم    نتايج به . است

Huh-7               و گروه در برگيرنده هـر دو ردة سـلولي مـشابه نتـايج 
هرچند كه مطابق   ) 2 نمودار( بود   geNormحاصل از نرم افزار     

تـرين ژن     ثبـات    بـي  HepG2  ،TBPافزار در گـروه       با هر دو نرم   
عنوان    به geNorm  ،GAPDHشود، ولي برخلاف      محسوب مي 

 در اين گروه معرفي شـد       NormFinderترن ژن توسط      ثبات با
  ). 2 نمودار(

  

 
 

  
  

 در سـه  NormFinder و geNormزار اف ـ اي پليمراز در زمان واقعي با استفاده از دو نرم          ترين ژن مرجع براي نرماليزه كردن نتايج واكنش زنجيره          انتخاب مناسب  2نمودار  
اسـاس ميـزان    بـراي هـر ژن مرجـع بـر       ) M (ميزان ميانگين ثبـات ژن     )الف و مجموع دو رده سلولي؛       HepG2، رده سلولي    Huh-7گروه مورد مطالعه شامل رده سلولي       

ف با   معر مقدار در ميزان ميانگين ثبات ژن     كمترين  .  داده شده است    نشان geNormافزار    هاي موجود در آزمايش توسط نرم      نوسانات آن ژن در مقايسه دوتايي با ديگر ژن        
عـدد  .  نشان داده شده است    NormFinderافزار    هاي موجود در مطالعه توسط نرم       نوسانات بيان هر ژن مرجع مورد مطالعه در مقايسه با تمام ژن            )ب. ترين ژن است    ثبات

  .كمتر نشان دهندة ثبات بياني بيشتر ژن مربوط است
  

 ها هاي مرجع در نرماليزه كردن بيان ژن تعداد مناسب ژن
 همچنين قابليت ايـن را دارد كـه تعـداد      geNormافزار    نرم

ها و دسـتيابي     نرماليزه كردن بيان ژن    برايهاي مرجع    مناسب ژن 
  . بينـي كنـد     به نتايج قابل اعتماد در مطالعـه مـورد نظـر را پـيش             

  
  
  
  
  

  
  
  

 در صورت افزودن ژن بعدي      ه كردن زنوسان بالا در نتيجه نرمالي    
 ـ       نشان مي  دسـت   سـزايي در بـه   هدهد كه افزودن ايـن ژن تـأثير ب

برطبق مطالعات پيشين عدد . ]20[آوردن نتيجه قابل اعتماد دارد     
 كـه   ]12[ به عنوان سطح آستانه در نظر گرفته شـده اسـت             2/0
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بـراي  تر از آن به معنـي عـدم نيـاز در افـزودن ژن بعـدي                   پايين
شـود     مشاهده مـي   3نمودار  طور كه در     همان. ليزه كردن است  نرما

همچنـين زمـاني كـه      و   Huh-7استفاده از دو ژن مرجع در گروه        
كـار گـرفتن سـه ژن        هر دو ردة سلولي مورد مطالعه هستند و بـه         

دستيابي به نتـايج قابـل اعتمـاد در         براي   HepG2مرجع در گروه    
  . ن واقعي مناسب استاي پليمراز در زما مطالعات واكنش زنجيره

  

  
  

  
  

  
  

هـا و    هـاي مرجـع بـراي نرمـاليزه كـردن بيـان ژن             تعداد مناسب ژن   3نمودار  
رده ســلولي ) ، بHuh-7رده ســلولي ) در الــفدار  دســتيابي بــه نتــايج معنــي

HepG2  عنـوان   به   2/0عدد  . مجموع دو رده سلولي نشان داده شده است       ) ، و ج
  . تسطح آستانه در نظر گرفته شده اس

  

  بحث
-RTدار و قابل قبول در        دست آوردن نتايج معني    به منظور به  

PCR            هـاي    در شرايط آزمايشي مختلـف بررسـي ثبـات بيـان ژن

كارگرفته شده براي نرماليزه كردن نتايج امـري ضـروري           مرجع به 
هـاي مرجـع     مطالعات پيشين ثبات بياني تعدادي از ژن      . ]7[است  

 سلولي كبدي انجـام گرفتـه بـود         هاي  را در مطالعاتي كه روي رده     
 اي اولـين مطالعـه   حاضـر   مطالعـه   . ]17،  15،  14[اند    بررسي كرده 

هـاي   هاي مرجع در رده  را بر بيان ژن IFN-αاست كه در آن تأثير      
 كـه در ايـن      IFN-αهـاي    غلظـت . شود ميسلولي كبدي بررسي    

هـا تـأثير     مطالعه استفاده شده است با مطالعات گذشـته كـه در آن           
IFN-α   رساني اينترفـرون بررسـي شـده        هاي مسير پيام    بر بيان ژن

در پـژوهش حاضـر ثبـات بيـان پـنج ژن            . ]24-22[منطبق است   
بـــا ) ACTB ،GAPDH ،HMBS ،HPRT-1 ،TBP(مرجـــع 

.  بررســي شــدNormFinder و  geNormافــزار كمــك دو نــرم
زماني كه هـر دو     و   Huh-7دست آمده در گروه      برخلاف نتايج به  

دسـت  بهنتايج HepG2 در گروه  مورد مطالعه هستند، ردة سلولي
ايـن اخـتلاف در     . نبودبا يكديگر يكسان    افزار     توسط دو نرم   آمده

 ]12، 11[خـورد   نتيجه كه در مطالعات پيشين نيـز بـه چـشم مـي          
كار گرفته شده توسـط دو       هاي رياضي به   ناشي از اختلاف در مدل    

شـود   مـشاهده مـي   2نمـودار  طـور كـه در       همـان . افزار اسـت    نرم
GAPDH ،HMBS  HPRT-1 در گروه Huh-7 و HMBS و 

ACTB    در گروه HepG2        در . دهـد    بالاترين ثبـات را نـشان مـي
هـاي   تـرين ژن   به عنوان يكـي از بـا ثبـات         TBPمطالعات گذشته   

و  C يـا    Bمرجع در بافت سلولي سرطان كبد مبتلايان به هپاتيت          
، 15، 14[ده بـود    هاي سـلولي كبـدي معرفـي ش ـ         همچنين در رده  

  حاضر دست آمده در مطالعه    جالب است كه بر طبق نتايج به      . ]17
ها از نظـر    يكي از ناپايدارترين ژن  TBPبرخلاف مطالعات پيشين    

ثبـات بيـان    . اسـت بياني در شرايط مورد مطالعه در هر سه گـروه           
HPRT-1      هايي  ها در سرطان    در مطالعات روي تغييرات بياني ژن

 همچنـين  ]Kidney Carcinoma (]25(اي كليـه  نظير كارسينوم
 Bهاي   هاي سرطاني كبد مبتلايان به هپاتيت      در مطالعه روي بافت   

 به عنوان   HPRT-1 ؛علاوه بر آن  . به اثبات رسيده است    ]C ]15و  
ــورون   ــت در نـ ــان ثابـ ــا بيـ ــع بـ ــپ   ژن مرجـ ــاي هيپوكامـ هـ

)Hippocampus (           كه تحـت تـأثير فـاكتور نوروتروفيـك مغـزي
)Brain-Derived Neurotrophic Factor: BDNF ( قرار گرفته

كه ) Chondrocytes(هايي    همچنين در كندروسيت    و ]26[بودند  
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 يا دايـسرين    )Curcumin (تركيباتي نظير كوركومين  تحت تأثير   
)Dycerin (    مطالعـة  .  معرفي شده اسـت    ]27[قرار گرفته بودند

هـا در    ژن يكي از پايدارترين     HPRT-1حاضر نيز نشان داد كه      
يكـي ديگـر    . است Huh-7هاي   مجاورت با اينترفرون در سلول    

 اسـت كـه بـه طـور         GAPDHهـاي مرجـع      ترين ژن  از متداول 
رود و ثبـات      كـار مـي    ها به  گسترده در بررسي تغييرات بياني ژن     

ــت ــانش در باف ــتروماس   بي ــد آس ــوري مانن ــالم و توم ــاي س  ه
)Astromas( ]28[  هاي سـلولي سـرطان معـده           و رده]بـه   ]29 

 علاوه بر آن مطالعات نشان دادند كه ايـن ژن           .اثبات رسيده است  
هــايي كــه تحــت تــأثير گلــوكز آمــين يــا  وســيترمرجــع در كند

گيرند   قرار مي)Interleukin-1 beta: IL-1ß(اينترلوكين يك بتا 
هــاي ســلولي ســرطاني كبــد نظيــر  همچنــين در ردهو  ]30، 27[

HepG2   و Huh-7 ]14[   ي بـالايي برخـوردار اسـت       از ثبات بيان .
اي از مطالعات اخيـر در شـرايط آزمايـشي مختلـف              هرچند دسته 

 آنست كـه ايـن ژن مرجـع از ثبـات بيـاني كـافي در                 دهنده نشان
 ولي نتايج مطالعـة     ]28[شرايط مورد مطالعه برخوردار نبوده است       

 در  IFN-αحاضر نشان داد كه بيان ايـن ژن مرجـع تحـت تـأثير               
بـرخلاف  . كنـد   تغييـر نمـي  Huh-7 و HepG2هـاي سـلولي    رده

TBP     ها از نظر بياني در شرايط مـورد          كه يكي از ناپايدارترين ژن
ها از طريق    جايي كه اينترفرون    از آن  .استمطالعه در هر سه گروه      

هاي تحريك شونده توسـط      ها شامل ژن   اثر بر گروه بزرگي از ژن     
زيــستي  آثــار  و غيــرهISG20 ،ISG56 ،MxAاينترفــرون نظيــر 

دليـل اصـلي اخـتلاف مـشاهده        ،  ]18[ گذارند برجاي مي متعددي  
توانـد بـه    هاي سلولي كبدي مـي  شده در ثبات بيان اين ژن در رده  

ترن   اين مشاهده اهميت انتخاب با ثبات     .  وابسته باشد  IFN-αتأثير  
ها را براي نرماليزه كردن نتايج واكنش پليمراز در زمان واقعي در  ژن

حتي در مواردي كه از يك      (دهد    ي مختلف نشان مي   شرايط آزمايش 
  ).شود ردة سلولي در شرايط مختلف استفاده مي

 به منظور بررسي تغييرات بياني RT-PCRكارگرفتن  هرچند به
هايي   ها، تكرارپذير و قابل اعتماد است اما اين روش محدوديت          ژن

ــز دارد ــدوديت . ني ــن مح ــي از اي ــودوژن  يك ــضور س ــا ح ــا  ه ه
)Pseudogenes (كـه  است  هاي ژنوميكي    ها توالي  سودوژن. ستا

اما توانايي توليـد پـروتئين      است  ها   هاي ژن  بسيار شبيه به رونوشت   

هاي اينترونـي كـه در        اغلب فاقد توالي   ؛علاوه بر آن  . فعال را ندارد  
هاي ژنومي بدون اينتـرون      اين توالي . است ،ها وجود دارد   اغلب ژن 

زوكسي ريبونوكلئيك مكمل در حضور     با كارآمدي بالا شبيه اسيد د     
به همين دليـل آلـودگي اسـيد دزوكـسي          . شود  آغازگرها تكثير مي  

ريبونوكلئيك مكمل با اسيد دزوكسي ريبونوكلئيك ژنومي منجر به         
در ايـن   . ]31[شـود      مـي  RT-PCRحصول نتايج غيـر واقعـي در        

در ايـن  .  استفاده شده اسـت RNeasy Plus Mini مطالعه از كيت
ون حذف كننده اسـيد دزوكـسي ريبونوكلئيـك ژنوميـك           كيت ست 

)gDNA Eliminator Spin Column(  تعبيه شده است و بنـابر 
دسـت   ادعاي شركت توليد كننده، خلوص اسـيد ريبونوكلئيـك بـه          

ــر    ــايي نظي ــراي كاربرده ــده ب ــه RT-PCRآم ــا ميكروآراي ــا  ي  ه
)Microarrays (       كه به مقادير ناچيز اسيد دزوكـسي ريبونوكلئيـك

  .ژنوميك حساس هستند مناسب است
كارگيري   به  حاضر توان گفت كه در مطالعه      طور خلاصه مي    به
كـارگيري    نشان داد كه بهNormFinder و  geNormافزار دو نرم

 و  Huh-7 در ردة سـلولي      HPRT-1 و   GAPDHدو ژن مرجع    
 در ردة ســلولي GAPDH و ACTB ،HMBSســه ژن مرجــع 

HepG2    ايج در روش     براي نرماليزه كردن نتRT-PCR   منجر به 
لازم به ذكر است كه اين مطالعه       . شود  دار مي   حصول نتايج معني  

هـاي    هاي مرجـع در رده     اولين گزارش در بررسي ثبات بيان ژن      
. اسـت انـد      قرار گرفتـه   IFN-αسلولي كبدي كه در مجاورت با       

تـرين ژن     نتايج اين مطالعه محققين را در انتخاب صحيح باثبات        
 در مطالعاتي كـه بـه    RT-PCRي نرماليزه كردن نتايج     مرجع برا 

هاي سلولي كبدي كه      ها در رده   منظور بررسي تغييرات بياني ژن    
بديهي اسـت   ؛  دهد  اند ياري مي     قرار گرفته  IFN-αدر مجاورت   

هـاي   دسـتيابي بـه مكانيـسم     بـراي   كه ايـن مطالعـات مـسير را         
 هــاي ويروســي و اجــزاي مــسير مولكــولي تــداخلات پــروتئين

  .سازد  اينترفرون هموار ميرساني پيام
  

  تشكر و قدرداني
-ACIP) طـرح (ة   مطالعه حاصل بخشي از نتايج پـروژ       اين

AP20-2010 است مصوب انستيتو پاستور ايران. 
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