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 مقاله پژوهشي 

 
  و Oct4  ،Nanog  ،Sox2  ،Nucleostemin  ،Bmiهاي خودبازسازي  بيان ژن

 Zfx هاي سلولي سرطاني كولون در رده(CaCo2  وHT-29 )كبد ،(HepG2) پروستات ،
(LNCaP)مثانه ،(HT-1376 )هاي تومور انساني كولون، مثانه و پروستات و در نمونه

 7، بهروز داوري6، جعفر مبلغي1اله صوفي مجيدپور ، حشمت1، بهرام نيكخو3پريور ، كاظم2، فردين فتحي5صبريه اميني
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

 يمولکول ياز مارکرها يديجدبه عنوان دسته  نقش دارند ياديبن يها سلول يکه درکنترل خودبازساز ييها ژن 
  Bmi-1 وOct4 ،Sox2  ، Nanog ، Nucleostemin  ، Zfx يه ا  ان ژني  ب ،قين تحقيادر . معرفي شده اند سرطان
ه ا م ورد    ن سرطانيا يانسان يها ن در نمونهيچن همپروستات، كبد و مثانه  ،سرطان کولون يسلول يها در رده
  .قرار گرفت يبررس

 ها روش مواد و
ب ا    Oct4 ،Nanog  ،Sox2  ،Nucleostemin  ،Bmi ،Zfx  يخودبازس از  يه ا  ان ژني  بدر يك مطالعه تجربي، 

نمونه تومور پروستات،  1نمونه تومور مثانه،  59شامل  يتومور انسان يها نمونه در RT-PCR روشاستفاده از 
 يها ان ژنين بيچن هم .شد يابيارز يسرطان يسلول يها نمونه نرمال کولون و در رده 1نمونه تومور کولون و  1

Oct4 و  Nucleostemin مورد مطالعه قرار گرفت يميتوشيمونوسياروش ن با استفاده از يدر سطح پروتئ. 
 ها يافته
، Oct4 ،Nanog ،Sox2 ،Nucleostemin يخ ود بازس از   يها مورد مطالعه، ژن يها ج نشان داد که در نمونهينتا

Bmi و  Zfxطراحي شده  آغازگرهاي مورد مطالعه مطابق با الگوي  و اندازه باندهاي مربوط به ژنشوند  يان ميب
 يابي  ب ا ارز  Nucleostemin يتوپلاس م يو س يان هس تک يو ب Oct4 يا و هسته يتوپلاسميان سين بيچن هم .بود

 .د شدييتا يميتوشيمونوسيا
 ينتيجه گير 

را  يسرطان ياديبن يها سلول يژگيها و از سلول يمذکور، تعداد مورد مطالعه يسرطان يها ت سلوليدر جمع
 cancerه يد نظراييبه ت كهرا بر عهده دارند  ينقش اصل يسرطان يها ر سلولياد در تکثيدارند و به احتمال ز

stem cell يماركر تومورتوانند به عنوان  يها به صورت بالقوه م ن ژنيکند که ا يشنهاد ميکند و پ يکمک م 
 .آگهي سرطان استفاده شوند جهت تشخيص و يا پيش

، سرطان كولون، سرطان  Zfx، پروتئين انساني  Nanog، پروتئين انساني  Sox2پروتئين انساني  :ات كليديكلم
 مثانهپروستات، سرطان 

 
 
 

 42/8/88  :تاريخ دريافت 
 42/1/89: تاريخ پذيرش 

 
 ـ ايران و مولكولي ـ استاديار دانشكده علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامي واحد سنندج سلولي شناسي دكتراي زيست -1
 11122-14221: صندوق پستيـ  ايرانـ   آناتومي ـ دانشيار مركز تحقيقات علوم سلولي و مولكولي دانشگاه علوم پزشكي كردستان ـ سنندج PhD: مؤلف مسؤول -4
 ـ تهران ـ ايران ـ استاد دانشكده علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامي تهران ـ واحد علوم و تحقيقات شناسي سلولي و مولكولي دكتراي زيست -4
 ـ سنندج ـ ايران شناسي ـ استاديار دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي كردستان متخصص آسيب -2
 ـ ايرانـ سنندج  متخصص اورولوژي ـ دانشيار دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي كردستان -5
 ـ سنندج ـ ايران متخصص جراحي ـ استاديار دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي كردستان -1
سنندج ـ ايران پزشكي دانشگاه علوم پزشكي كردستان ـشناسي ـ استاديار دانشكده  دكتراي حشره -2
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  مقدمه 
بـه عنـوان    راًي ـهـا، اخ  کنترل نشده سـلول  يديتجد خود    
در . شناخته شده است ييند تومورزاآيدر فر يسم مهميمکان

 يهـا  هـا بـه سـلول    از سلول يتعداد اندک ،يهر توده تومور
ول ؤمس ـ يت اندک سلولين جمعيشباهت دارند که ا ياديبن

مقاومـت در برابـر    ييتواناحفظ و گسترش تومور هستند و 
ــا ــا الق ــده عوام ــوز کنن ــان يميس و شــيآپوپت را دارا  يدرم

آغاز کننده  يها سلول در سرطان کولورکتال(. 1-4)باشند يم
و  CD166 ، CD133  ،CD44 يسـحح  يهـا  ژن يآنت ،تومور
ESA کننـد کـه در مـوش    يم ـ اني ـرا بNOD/SCID   (Non 

obese diabetic / sever immuno deficiency) ــ در  يحت
 ـا و نماينـد  مـي تومـور   دي ـتول ن،ييپـا  اريبس ـ يها غلظت  ني
در سـرطان  . دارند ياديه شباهت زياول پلاسمنئوبا تومورها 

 ـبن يهـا  کبـد سـلول    ـب، (cancer stem cell)سـرطان  يادي ان ي
  +CD133و +CD90+،CD45-   ،CD117ي سحح يمارکرها

 ،ق شدنديتزر SCIDيها که به موش يرا نشان دادند و زمان
هـا   ن سـلول يدر ا. جاد کردنديرا به طور مکرر ا ييتومورها

 ،B-Catenin ر ي ـنظ ياديبن/ ساز شيپ يها سلول يها ان ژنيب
BMI  ،NOTCH و OCT3/4   يمشاهده شد کـه از مارکرهـا 
انجـام   هاي همحالع(. 2، 5)باشند يمي نيجن ياديبن يها سلول

 ينشان دادند که مارکرها يستم خونيس يها شده در سرطان
 يبا مارکرها ي، مشابهت فراوانلوكميا يها اختهيبن  يسحح
 يهـا  ژن .(1)ک دارنـد ي ـهماتوپوئت يهـا  اختـه يبـن   يسحح
Oct4 ،Nanog  ، Sox2، Nucleostemin،Bmi  و Zfx يها ژن 
کـه  ي طوره بوده ب يخود بازساز ييجاد توانايا يبرا يمهم
ز را يشروع کننـده تمـا   يها را فعال و ژن ياديبن يها سلول
 يديــت خــود تجديــب قابليــن ترتيکننــد و بــد يمهــار مــ
 Sox2و Oct4 ،Nanog . کننـد  يرا حفظ م ـ ياديبن يها سلول

 يدي ـر و خودتجدي ـدر تکث يک شـبکه مرکـز  ي ـبه صورت 
(. 1-8)کننـد  يفا م ـيا ي، نقش اساسينيجن ياديبن يها سلول
 يهـا  از تومورهـا و دودمـان   ين سـه ژن در تعـداد  ي ـان ايب

ژن (. 8-14)ز نشــان داده شــده اســتيــن يســرطان يســلول
داً به عنوان مارکر ياست که جد يگريمارکر د ستميننوکلئو
ز در ي ـان آن ني ـشده است و ب ييشناسا ينيجن يها اختهيبن 
 (. 14)ها گزارش شده است از سرطان يتعداد
  ياـه انـسرطن ژن را در ـيان اـين بـياز محقق يـگروه    

 Hela يهـا  سرطان معده و سـلول  يها ر سلولينظ ياليتل ياپ
 هـاي انجـام شـده نشـان داده     بررسي(. 12، 15)نشان دادند

هـاي   براي خود بازسازي سلولز ينBmi و Zfxکه بيان  است
در (. 11)دنباش ـ لازم مـي  سـاز  و خون ي، عصبجنيني بنيادي
را در سـرطان   Bmiان ژن ي ـو همکـاران ب كـين   4998سال 

 يکه در کنتـرل خودبازسـاز   ييها ژن(. 12)مثانه نشان دادند
از  يدي ـنقش دارند، به عنـوان دسـته جد   ياديبن يها سلول
 ـاند که ب شده يسرطان معرف يمولکول يمارکرها ان کنتـرل  ي
. باشند يدارا م ييزا ند سرطانيدر فرآ يها نقش مهم نشده آن
 ـب ،قين تحقيهدف از ا ،  Oct4 ،Sox2  ، Nanog يهـا  ان ژني

Nucleostemin  ، ZfxوBmi-1 سـرطان   يسـلول  يها در رده
 پروسـتات  يسـرطان  ي، رده سـلول  CaCo2و  HT-29کولون 

LNCaPسرطان کبد ي، رده سلول HepG2  يو در رده سـلول 
 يتومـور  يهـا  ن در نمونـه يچن ـ همHT-1376 سرطان مثانه 

توانند به عنوان مارکر  يکه م ها علاوه بر آن ن ژنيان ايب. بود
هـا در   استفاده شوند، بـا توجـه بـه نقـش مهـم آن      يسرطان
ه يفرض ـ يبـرا  يگـر يد ديي ـاتواننـد ت  يم ـ ياديبن يها سلول

Cancer stem cell يهــا اختــهيات بــن يبــوده و خصوصــ 
 .ک تومور را بازگو کنندي يسرطان
 

  ها روشمواد و 
 :مورد محالعه يسرطان يها روش کشت سلول

 يسـلول  يهـا  رده. محالعه انجام شده از نوع تجربي بـود     
CaCo2  وHT-29 ــو کارســ کولورکتــال  ينومايمشــتق از آدن

 يرده ســــلول) U87-MG يســــلول يهــــا انســــان و رده
ــتومايگلا ــ) HT1376، (وبلاس ــه ينومايکارس  HepG2 ،(مثان
 از (پروسـتات  ينومايکارس ـ) LNCaPو ( کبـد  ينومايکارس)

-U87رده . شـدند  تهيـه   راني ـپاستور ا تويانست يبانک سلول

MG يها به عنوان کنترل مثبت ژنNucleostemin  وSox2 و 
  Oct4يهــا بــه عنــوان کنتــرل مثبــت ژن NT2 يرده ســلول

هـا از محـي     براي کشت ايـن سـلول  . استفاده شد Nanogو
 DMEM (Dulbeccos Modified Eagles يهـــا کشــت 

Medium ) وRPMI-1640 (Roswell Park Memorial 

Institute) يگاو نيسرم جن FBS (Fetal bovin serum ) ، به
 Non essential)هاي غيـر ضـروري   ، اسيد آمينه% 15ميزان 

amino acids:NEAA)    درصـد، پنـي سـيلين     به ميـزان يـ 
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 (R)دست و پايين( F)بالادستها و توالي مربوط به آغازگرهاي  اسامي ژن: 5جدول 
 

دماي  ترادف آغازگر ژن
 آنيلينگ

طول قطعه 
 حاصل

(bp) 

h Oct4 
(NM-203289) 

F GAGAATTTGTTCCTGCAGTGC 19 229 
R GTTCCCAATTCCTTCCTTAGTG 19 

h Nanog 
(NM-024865) 

F ACCTATGCCTGTGATTTGTGG 58 229 
R AAGAGTAGAGGCTGGGGTAGG 58 

h Sox2 
(NM-003106) 

F ATGGGTTCGGTGGTCAAGTC 19 242 
R GTGGATGGGATTGGTGTTCTC 19 

h Nucleostemin 
(NM-206826) 

F CAGAGATCCTCTTGGTTGCAG 19 222 
R AATGAGGCACCTGTCTCCTC 19 

h GAPDH 
(NM-0020463) 

F CCAGGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA 58 442 
R AGGGTCTCTCTCTTCCTCTTGTGCTC 58 

Zfx 
(NM-003410) 

F TGATTCCAGGCAGTACCAAAC 4/19 215 
R TGACGAAAACCCTTACCACAC 4/19 

Bmi-1(NM-005180) F TACTCCAGTGCAGTCTCCTC 19 214 
 

ml/u 199 ــين  و ــد  ml/µg 59استرپتومايسـ ــتفاده شـ . اسـ
 ºC42ي ودر انکوباتور با دمـا  T25 يها ها در فلاسک سلول
 .کشت داده شدند CO2% 5 نو ميزا
 

 :گيري از انسان نمونه
امـام   هـاي  مارسـتان يهاي مورد نياز اين تحقيق از ب نمونه    
 بـا رضـايت بيمـاران    بعثت سـنندج  د ويتهران، توح ينيخم
نمونـه تومـور    19هـا شـاما    تعداد نمونه. آوري شدند جمع
 5نمونه تومور کولـون و   5پروستات،  نمونه تومور 5مثانه، 

هـاي مـورد نظـر، تحـت      نمونـه . نمونه نرمال کولون بودنـد 
نظارت مستقيم پزش  متخصص و با توجه به علايم باليني 

هاي بيوپسي  نمونه .آمدندبه دست هاي آزمايشگاهي  و يافته
 ازت تانـ   در وRNase در ميكروتيوب استريا و عاري از

 .شدند  ينگهدار RNAشده و تا مرحله استخراج  داده قرار
 

 : RT-PCR ارزيابي
مــورد محالعــه   يهــا ژن انيــب دييــجهــت تا RT-PCR از    

منظور، ابتدا بـا اسـتفاده از    نيا يبرا. (1جدول )استفاده شد

 Total)کـا   RNA ،(RNX Plus، سـيناژن )محلول استخراج

RNA )اســتخراج شــد و پــس از  يســرطان يهــا از ســلول
اسـتخراج شـده بـا انجـام      RNA تي ـفياز ک افتني ـ نانياطم

 هيــمراحــا ته ،يآگــارز و اســوکتروفتومتر لالکتروفــورز ژ
cDNA يبر رو .دياز آن به انجام رس RNA   استخراج شـده

 ،(بيــونير)تيــو ک (رانــدوم رهگزامــ)آغــازگربــا اســتفاده از 
واکـنش   کـه  يطـور ه انجام گرفت بمعکوس  يبردار نسخه

RT پـس از   .گرفـت  صـورت  تريکروليم 59 ييدر حجم نها
قحعه مورد نظـر در   ريجهت تکث PCR، واکنش cDNA هيته

حجـم   هي ـجهـت ته  ،انجـام شـد   تريکروليم 49 ييحجم نها
 تي ـاز ک( RTمحصول واکنش )الگو DNAمذکور علاوه بر 

 آغازگرهـــاي و  اي، آب مقحـــر اســـتر   PCR (بيـــونير )
ــت ــاو ( Forward)بالادسـ ــت  نييپـ ــا (Reverse)دسـ ، بـ

پـس از  . استفاده شـد  کيمشخصات مورد اشاره در جدول 
بـا   PCR ،ساختن حجم مورد نظر جهت انجام واکنش دهآما
، گراد يدرجه سانت 82 يدر دما هيثان 25 دناتوراسيون  يشرا

بـر  )گـراد  درجـه سـانتي   12تا  58 يدر دما هيثان 25 آنيلينگ
 درجـه  24 يدر دما قهيدق1 نشنتاكس و( آغازگراساس نوع 
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 کايس ـ کي ـو  کايس ـ 45تعـداد  . انجام گرفـت  گراد سانتي
گـراد   يدرجه سـانت  24در  قهيدق19به مدت  يينها اكستنشن

از  PCRو RTجهت انجام هر دو واکنش . در نظر گرفته شد
 GAPDHژن . استفاده شـد ( اپندورف)کلريسا ترمالدستگاه 

بعـد از  . مورد اسـتفاده قـرار گرفـت    يبه عنوان کنترل داخل
توسـ    PCRاز محصول واکنش  تريکروليم 8 ،اتمام واکنش

 آغازگرهـاي . شـد  يدرصـد بررس ـ  1الکتروفورز ژل آگارز 
 Gene يافزارهـا  محالعه با کمـک نـرم   نيمورد استفاده در ا

runner وPrimer3 4هـا   شيدر هر مورد آزما .شدند يطراح 
 . بار تکرار شد

 
 :يميتوشيمونوسيا يابيارز
ــرا     ــب يبررســ يب ــا ژن اني ــاز يه و  Oct4 يخــود بازس

Nucleostemin يميتوشيمونوسيا روشاز  نيدر سحح پروتئ 
در  قـه يدق 49ها بـه مـدت    منظور سلول نيبه ا. استفاده شد

. درصد ثابت شـدند  2 دياتاق با استفاده از پارافرمالدئ يدما
 ، human Goat anti)مــورد اسـتفاده  هيــاول يهـا  يبــاد يآنت ـ

 4و بـه مـدت    199بـه   1 با غلظـت  Oct4و NS( زسانتاكرو
هـا اعمـال    بـه سـلول   گراد سانتي درجه 42 يساعت در دما

 Texaz red (Donkey-anti متصا به هيثانو يباد يآنت. شدند

Goat ، ــانتاكرو ــ، (س ــاد يآنت ــثانو يب ــه هي   FITCمتصــا ب
(Donkey-anti Goat ، سانتاكرو) يبـاد  يبه آنت جهت اتصال 

 به مدت  499 به 1 با غلظت Nucleosteminو  Oct4 هيبر عل

هـا اعمـال    به سلول گراد سانتي درجه 42 يساعت در دما 1
بـه   يهـا  يبـاد  ياز صحت عملکرد آنت نانياطم يبرا. شدند

بـه عنـوان    U87MGو NT2 يهـا  سلول بيبه ترت کار رفته،
 يهـا  نمونـه  يبـرا  .کنترل مثبت مورد استفاده قـرار گرفتنـد  

 ني ـآزمون بود، بـا ا  يها مثا نمونه  يشرا هيکل يکنترل منف
ها به  سلول تاًيو نها دياضافه نگرد هياول يباد يکه آنت تتفاو

( Nikon TE-300)معکوس فلورسـنت   کروسکوپيکمک م
 .شدند يمحالعه و عکسبردار

 

 ها يافته
و  Oct4نتيجه واكنش ايمونوسيتوشيمي بر عليه نشـانگر      

Nucleostemin عنـــوان نشـــانگرهاي شـــناخته شـــده ه بـــ
كه  ها از آنجايي در اين ارزيابي. مثبت بود ،ياديهاي بن سلول

 Texaz Redو FITCنشانگر ثانويه مورد استفاده كونژوگه به 
در  ا،ه ـ اوليه و ثانويه به نمونه بود بعد از اعمال نشانگرهاي

 Texazو  FITC يلترهـا يهاي آزمايش با اسـتفاده از ف  نمونه

Red سـبز و قرمـز کـه     يهـا  بـا رنـگ   ييها سلول بيبه ترت
ايمونوسيتوشيمي بـود،   يابيها به ارز واکنش مثبت آن انگريب

در نمونه كنترل منفي كه از هـر   که يدر حال. مشاهده شدند
هـا   آن يبـر رو  يميتوش ـيمونوسيانجام واکنش ا  ينظر شرا

هـا   اوليـه در آن مشابه کنترل مثبت بـود و فقـ  از نشـانگر    
گونه رنگي که دال بـر مثبـت بـودن     هيچ ،استفاده نشده بود

 . (4و  1 يها شکا)واکنش باشد مشاهده نشد جهينت

 
 
 
 
 
 
 
 

و  a: U87  ،c : HT-29  ،e: HT1376  ،i: LNCaP  ،g: HepG2 يها در سلول بيبه ترت Nucleosteminان ژن يب يميتوشيمونوسيا يبررس:  1 شکل
K: Negative control يها شکل b,d,f,h,j,l ي ها ر فاز کنتراست نمونهيتصاو ب مربوط بهيترت بهk  ،I  ،g  ،e  ،c  ،a باشند مي. U87-MG   به عنوان

ن در يان ژن نوکلئوستميها ب ر نمونهياما در سا .شود يده ميشتر ديب يكگنال هستيس U87در سلول . رفتگنمونه کنترل مثبت مورد استفاده قرار 
ه مورد ياول يباد يآنت ،مشاهده نشد يگناليگونه س چيکه ه يدر نمونه کنترل منف. باشد يم يتوپلاسميهم س و يكن هم به صورت هستيسطح پروتئ

 . 400Xيينما بزرگ .استفاده قرار نگرفت
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 :kو  a: NT2  ،c: HT-29  ،e: HT1376  ،i: LNCaP   ،g: HepG2 يها ب در سلوليبه ترتOct4  ان ژنيب يميتوشيمونوسيا يبررس:  2 شکل

Negative control يها شکل l  ،j  ،h  ،f  ،d  وb يها ر فاز کنتراست نمونهيب مربوط به تصاويبه ترت k  ،I  ،g  ،e  ،c  وa باشند يم. NT2   به
در  Oct4ان ژن نيها ب ر نمونهياما در سا. شود يده ميشتر ديب يا گنال هستهيس،  NT2در سلول . رفتگعنوان نمونه کنترل مثبت مورد استفاده قرار 

ه مورد ياول يباد يآنت ،مشاهده نشد يگناليگونه س چيکه ه يدر نمونه کنترل منف. باشد يم يتوپلاسميوهم س يا ن هم به صورت هستهيسطح پروتئ
 . 400Xيينما بزرگ. استفاده قرار نگرفت

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 HT-29  يسلول يها در رده RT-PCR روشبا استفاده از   Sox2و  Oct4، Nanog، Nucleostemin، Zfx، Bmi  يخودبازساز يها ان ژنيب:  3 شکل
 يدودمان سلول. مثانه ينومايکارس HT-1376 کبد،  ينومايکارس HepG2پروستات،  ينومايکارس LNCaPکولورکتال،  ينومايآدنوکارس CaCo2و

U87 يها عنوان کنترل مثبت ژنه ب Nucleostemin  ،Sox2 و Zfx يدودمان سلولو NT2 يها عنوان کنترل مثبت ژنه ب Oct4،Nanog  وBmi  استفاده
در  Bmi وOct4، Nanog، Nucleostemin، Zfx يها ان ژنيب. مورد استفاده قرار گرفت يعنوان ژن کنترل داخله ب GAPDHن ژن يچن شدند، هم
 .مورد مطالعه مشاهده شد يسلول يها همه رده
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 يتومور يها در نمونه RT-PCR روشبا استفاده از  Sox2و  Oct4، Nanog، Nucleostemin، Zfx، Bmi يخودبازسازي ها ان ژنيب يبررس: 1 شکل
 يها در نمونه Zfxن ژن يچن هم. مشاهده نشد Sox2ان ژن يب B5در نمونه . مورد استفاده قرار گرفت يبه عنوان ژن کنترل داخل  GAPDH. مثانه

B1،   B2،  B5، B6  ،B7  ، B8و B9 نمونه . ان شديب يجزئ زانيبه مB2 و B9 ان ژنيز بينNanog   وNS را نشان ندادند. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 يتومور يها در نمونه RT-PCR روشبا استفاده از  Sox2و  Oct4،  Nanog، Nucleostemin،  Zfx، Bmi يبازساز خود يها ان ژنيب: 1 شکل
  .مشاهده شد GAPDH و  Oct4ان ژن يفقط ب P2 يدر نمونه تومور. رفتگمورد استفاده قرار  يبه عنوان ژن کنترل داخل GAPDH. پروستات
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 يتومور يها در نمونه RT-PCR روشبا استفاده از  Sox2و  Oct4،  Nanog،  Nucleostemin،  Zfx، Bmi يخودبازساز يها ان ژنيب:  6 شکل
مشاهده شد  GAPDH و  Oct4، Bmiي ها ان ژنيب C4  و C2 يها در نمونه. مورد استفاده قرار گرفت يبه عنوان ژن کنترل داخل GAPDH. کولون
 .مشاهده نشد Sox2و  Bmi يها ان ژنيب C3 يدر نمونه تومور. ان شدنديب ييزان جزيبه م NS و Nanog يها اما ژن

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

نرمال  يها کدام از نمونه چيدر ه. RT-PCRروش نرمال کولون، با استفاده از  يها در نمونه Nucleosteminو  Oct4ان ژن يب يبررس : 7شکل 
مشاهده  ييزان جزيبه م Oct4ژن  انيب N2 و N1و در  Nucleostemin ان ژنيب N3 و  N1يها در نمونه. مشاهده نشدSox2 و Nanogان ژن يکولون ب

 . شد
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ــلاوه     ــان ژن  ع ــيمي، بي ــابي ايمونوسيتوش ــر ارزي ــاي  ب ه
هاي مورد محالعه، به  در سلول ياديهاي بن اختصاصي سلول

هـاي   بيـان ژن . مورد ارزيابي قـرار گرفـت   RT-PCRروش 
Nucleostemin ،OCT4  ،Nanog  ،Zfx  ، Bmiو  Sox2 در

 ،  HT-29 ،HT1376 ،LNCaP ،HepG2 يهاي سـرطان  سلول
CaCo2 2 هاي شکا)مشاهده شد يتومور يها و در نمونه-
هاي مورد محالعـه محـابق    و اندازه باندهاي مربوط به ژن( 4

  .(1 جدول)طراحي شده بود آغازگربا الگوي 
 

 بحث
 ـ يکه برا ايدل نيپژوهش به ا نيا جينتا      ـبـار ب  نياول  اني
ــا ژن و  Nanog  ،Nucleostemin  ،Sox2  ،Zfx  ،Bmi-1 يه

Oct4 سـرطان کولـون    يسلول يها ردهر را دCaCo2  وHT-

سرطان ،  HepG2 ، سرطان کبد HT-1376، سرطان مثانه  29
تومـور کولـون،    يانسـان  يها و در نمونه LNCaPپروستات 

کـه   ييها ژن. است تيز اهميحا ،نشان داد مثانه و پروستات
بـه   ،نقـش دارنـد   ياديبن يها سلول يدر کنترل خودبازساز
 يسرطان معرف ـ يمولکول ياز مارکرها يديعنوان دسته جد

در  يادي ـز تي ـاز اهم ،هـا  کنتـرل نشـده آن   انياند که ب شده
 ـب (.8، 19، 11)شدن برخوردار است يسرطان ندآيفر ان ژن ي

Oct4 شـتر  ير بي ـک در چنـد سـال اخ  يسومات يها در سرطان
 يتومـور  يسـلول  يها دودمان .مورد توجه قرار گرفته است
 يسـلول  يهـا  ن طـور دودمـان  يپانکراس، کبد و پستان، هم ـ

را آشـکار   Oct4ان ي ـهمـه ب ،  Mcf7و  Hela ريک، نظيکلاس
ان ژن يــو همکــاران ب اطلســي 4992در ســال (. 14)کردنــد

Oct4 يو نرمال مثانه مورد بررس ـ يتومور يها را در نمونه 
 ـ Oct4ان ي ـزان بيافتند که ميقرار دادند و در  يهـا  ن گـروه يب

کـه   يدارد به طـور  يدار يمختلف مورد محالعه تفاوت معن
زان آن در گروه ين ميو کمتر يان در گروه تومورين بيشتريب

و ايـزه   و 4992 و همکـاران در سـال  جين (. 18)نرمال بود
 يقبلًا با محالعه چند نمونه تومـور  4995 همکاران در سال

 Oct4ان ي ـ، اختلاف ب RT-PCR روشو نرمال پستان توس  
ج به دست ينتا(. 11، 18)ها گزارش کرده بودند ن نمونهيرا ب

 يسـلول  يها را در رده Oct4ان ژن يق حاضر، بيآمده از تحق
ــرطان -CaCo2  ،HT-29 ، LN-LNCaP ، HepG2 ، HT يس

، نشان داد که يانسان يتومور يها ن در نمونهيچن هم 1376

ــا محالعــ ــه بيدر زم شــوئن هــالز هــاي هب ــن ــان اي ن ژن در ي
مـوارد بـالا را    يمحابقـت دارد و تمـام   يسـرطان  يها سلول
جه گرفـت کـه   ين نتيتوان چن ين ميبنابرا(. 14)کند يد مييات

Oct4 در  يتومـور  يتوانـد بـه عنـوان مـارکر اختصاص ـ     يم
مهـار   Nanog. ردي ـها مورد توجه قـرار گ  از سرطان ياريبس

ــخه ــده نس ــردار کنن ــا از ژن يب ــت يه  و  GATA4فرودس
GATA6 ن يچن ـ هـم  .نقش دارند يز سلولياست که در تما
را  REX1ماننـد   يدي ـتجد ت خـود يفعال يلازم برا يها ژن

 ـب(. 8)کنـد  يفعال م نـده  يه زاي ـلا يدر تومورهـا  Nanogان ي
 ـب. )8، 8)شود يده ميز دين ينيجن ينوماهايانسان و کارس ان ي

 ز گـزارش شـده  ي ـدر سرطان پسـتان ن  Nanog يتوپلاسميس
ان آن در ي ـاز ب ياما تاکنون گزارش درخور تـوجه (. 8)است
با توجـه بـه اثـر    . نشان داده نشده است يتومور يها سلول
 يهـا  م ژنيهـا و تنظ ـ  سـلول  ين ژن درحفظ پرتـوان يژه ايو
 ـاز ا ،يز سلوليو مهار تما يديتجد ر خودير در مسيدرگ ن ي
ص و يد در تشـخ يجد يک مارکر مولکوليز به عنوان يژن ن
ق، ي ـن تحقي ـدر ا. شود ياستفاده م يرفتار تومور يآگه شيپ
 يهـا  و نمونـه  يسـرطان  يسلول يها در رده Nanogان ژن يب

ان ژن ي ـن مرحلـه ب يج اينتا. شد يتومور مورد محالعه، بررس
Nanog ج يهـا نشـان دادکـه بـا نتـا      ن بـار در آن ياول يرا برا

و همکـاران در  كريستا  و همکاران و ايزه قيحاصا از تحق
، 19)محابقـت دارد   يانسان ين ژن در تومورهايان ايمورد ب
بـه   Oct4 يهـا  هاي تحقيق حاضر نشان داد كـه ژن  يافته(. 8
ز، بيـان  ي ـنرمـال کولـون ن   يهـا  زان بسيار كمي در نمونـه يم
 Oct4ان ژن ي ـو همکـاران ب اطلسي  4992در سال . شوند مي

از (. 18)در بافت نرمال مثانه نشان دادنـد  ييزان جزيرا به م
 Oct4ان ي ـز نشان دادند کـه ب يو همکاران ن تاي گريطرف د

ر يشـود و سـا   يده م ـيک بافت دي يها اختهيمنحصراً در بن 
 ـا يبـافت  يهـا  سلول در (. 49)دهنـد  يان را نشـان نم ـ ي ـن بي
 ـ  از بافت ياريبس ه، ي ـال کولـون، ر ي ـتل يها از جمله بافـت اپ

 ـنهاز و در يدچار تما يسحح يها سلول ،پوست و مثانه ت ي
هـا بـن    ن بافـت ي ـدر ا. کننـد  يزش ميشده و ر يمرگ سلول

م شدن، علاوه يبا تقس (Tissue stem cells) يبافت يها اختهي
ــود    ــظ خ ــر حف ــاز[ب ــاً  ](Self renewal)يخودبازس مرتب

ــا ســلول ــجد يه ــ يدي ــه وجــود م ــه وارد  يرا ب ــد ک آورن
 يسـحح  يهـا  ن سـلول يگزيشده، جا يزيتما يــــرهايمس
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 ـبن يهـا  زان سـلول ي ـها م ن بافتيادر  شوند، يم بـال    يادي
ه و کبـد اسـت کـه    ي ـماننـد کل  ييهـا  شـتر از انـدام  ي، بيبافت
رسد  ن به نظر مييبنابرا(. 18)دارند ياندک يمات سلوليتقس

نرمال کولـون مربـوط    يها ، در بافت Oct4 يها كه بيان ژن
م نوروژنز يدر تنظ Sox2. هاي بافت کولون باشد به بن ياخته

دارد و  يدين نقش کلين در حال تکويجن يستم عصبيدر س
ز در يو مهار تمـا  يعصب ياديبن يها حفظ سلول ر ويدر تکث
مـاران  يدر ب Sox2ان يش بيافزا(. 41)ها مؤثر است ن سلوليا

تخمـدان و سـرطان ملانومـا مشـاهده شـده       ينومايبا کارس
ان ي ـب يتومور يها ن نوع از بافتيدر چند Sox2(. 14)است
ان ژن يو همکاران بهالز   شوئن 4998در سال  (.44)شود يم

Sox2  هــا نشــان دادنــد و ارتبــاط  از ســرطان يرا در تعـداد
در  Sox2ان يــتومــور و ب يمين درجــه بــدخيبــ يدار يمعنــ
ج حاصـا  ينتا(. 14)پيدا كردندمثانه، مغز و کبد  يها سرطان
 يسلول سرطان  يها رادر رده Sox2ان ژن يب حاضرق ياز تحق

ن پژوهش نشان يمورد محالعه در ا يتومور يها و در نمونه
 وهمکـاران و  هـالز  شوئن قات انجام شده توس يداد که تحق
نوكلئوسـتمين   (.14، 44)کند يد مييو همکاران را، تاپورات 
ن يدتري ـاز جداسـت كـه يكـي     p53پروتئين اتصالي به  ي 
بـه   و باشد يم GTPبه  ياتصال يها نيخانواده پروتئ ياعضا
از  يغنــ يهــا و بافــت ياديــبن يهــا زان بــالا در ســلوليــم

 يتعـداد  ن درينوکلئوسـتم  .شود يافت مي ياديبن يها سلول
حـذف   .شـود  يان م ـيانسان ب يسلول سرطان يها از دودمان

NS يو ســرطان ياديــبن يهــا را در ســلول ير ســلوليــ، تکث 
ت عملکرد آن در حفـظ  يدهنده اهم کند که نشان يمتوقف م

ن از يبنـابرا . هـا اسـت   ن سلوليدر ا يچرخه سلول شرفتيپ
 ـبن يهـا  ن به عنوان مارکر سلولينوکلئوستم نـام بـرده    يادي

ان ي ـب 4992و همکاران در سـال   جين ليو (.44، 42)شود يم
سـرطان معـده    يسـلول  يها ن را در دودمانيژن نوکلئوستم
ان ي ـو همکـاران ب  ليوران لو 4998در سال (. 45)نشان دادند

ــا ن را در دودمــانينوکلئوســتمژن  ســرطان  يســلول يه
ــت  ــتات و در باف ــا پروس ــور يه ــان   يتوم ــتات، نش پروس

ــد ــا(. 12)دادن ــا از تحقينت ــج حاص ــر، بي ــق حاض ان ژن ي
ــانينوکلئوســتم ــا ن را در دودم ــه و يســلول يه ــا نمون  يه
انجـام   هـاي  همورد محالعه، نشان داد کـه بـا محالع ـ   يتومور

ن ژن در يــان ايــرد بن در مــوير محققــيگرفتــه توســ  ســا

ج حاصـا از  ينتـا . مختلف محابقت دارد يتومور يها نمونه
 يبـافت  يهـا  را در نمونـه  نوكلئوستمين ان ژنيق، بين تحقيا

و چــن  .نشــان داد ييــار جزيزان بســيــنرمـال کولــون بــه م 
ان يب،  RT-PCRبا استفاده از روش  4994همکاران در سال 
 يا چهيماه يها در بافت ييزان جزين را به ميژن نوکلئوستم

از  يا حضـور تعـداد  ي ـن امر، به دلينرمال نشان دادند که ا
 ـبن يهـا  سـلول  يژگ ـيوبلاسـت بـا و  يم يهـا  سلول در  يادي
ان ژن يز بيو همکاران نفان (. 41)است يا چهيماه يها بافت

 ينرمال و هم درتومورهـا  يها ن را هم در بافتينوکلئوستم
ژن  يي ـان جزي ـرسد که ب يمبه نظر (. 44)نشان دادند يويکل

ا حضـور  ي ـنرمال کولـون بـه دل   يها ن در بافتينوکلئوستم
ن ي ـا يقات قبليبافت کولون باشد که تحق ياديبن يها سلول

 يهــا نياز گــروه پــروتئ Bmiژن . کنــد يد مــييــمــورد را تا
Polycomb در کنترل يز سلولين و تمايباشد که در تکو يم ،

 يهـا  سـلول  يبازسـاز  خودر و يدر تکث و رشد نرمال سلول
و همکاران  بئا (.42)کنند يفا ميا ينقش اساس ينيجن ياديبن

در  يک انکوژن سـرطان يرا به عنوان  Bmi-1 4991در سال 
ماننـد لمفومـا، سـرطان کولورکتـال،      ين سرطان انسانيچند

از  ج حاصـا ينتا(. 48)نشان دادند ريهسرطان کبد و سرطان 
 يهـا  هـا و نمونـه   را در رده Bmi-1ان ژن ي ـز بي ـق ما نيتحق
ج يو کبد نشان داد که با نتا کولون، پروستات، مثانه يتومور

 Zfxبيـان  . و همکاران محابقـت دارد  بئا قاتيحاصا از تحق
سـاز   جنينـي و خـون   هاي بنيادين براي خود بازسازي سلول

ق حاضـر  ي ـدسـت آمـده از تحق  ه ج بينتا(. 48)باشد لازم مي
 يهـا  و در نمونه يسرطان يسلول يها ن ژن را در ردهيان ايب

ع ي ـن پـژوهش، توز ي ـدر ا. مورد محالعه نشـان داد  يتومور
 يسـلول  يهـا  ز، در ردهين Oct4 ن وينوکلئوستم يها نيپروتئ
، سـرطان   HepG2 ، سـرطان کبـد   HT-29کولـون   يسرطان
 يمـورد بررس ـ  LNCaPسرطان پروسـتات   و HT1376مثانه 

 Oct4ان يب يميتوشيمونوسيبا استفاده از روش ا. قرار گرفت
ع ي ـهـا، توز  ن سـلول ي ـدر ا .شـد  يهـا بررس ـ  ن سـلول يدر ا
ع ي ـبـود کـه بـا توز    يتوپلاسميو س يا ن از نوع هستهيپروتئ

ان ي ـن نوع سلول محابقت داشـت امـا ب  يا يگزارش شده برا
بـا   Oct4ن يان پـروتئ ي ـب يالگـو  يبررس. شتر بوديب يا هسته

، يسـرطان  يهـا  در سلول يميتوشيمونوسياستفاده از روش ا
اطلسـي  . ، هر دو را نشان داديا هسته و يتوپلاسميع سيتوز
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ان ي ـمثانه ب يسرطان يها در سلول 4992و همکاران در سال 
مثانـه   يتومور يها را در نمونه Oct4ن يپروتئ يتوپلاسميس

در ســرطان  Nanog يتوپلاســميان سيــب(. 18)نشــان دادنــد
ار يبس ـ ين نقش ـين پروتئيگزارش شده بود که ا پستان، قبلًا

 يهـا  در سلول يان مشابهيب يداشته و از الگو Oct4ه به يشب
 يا و هسـته  يتوپلاسـم يان سيب. (8)مختلف برخوردار است

مـورد محالعـه،    يسـرطان  يسـلول  يها در رده Oct4ن يپروتئ
در مرحله بعد . ق نشان داده شدين تحقين بار در اياول يبرا
مـورد   يسرطان يها در دودمان ستمينن نوکلئويروتئع پيتوز
ن از نـوع  ين نوکلئوسـتم يع پـروتئ ي ـتوز. قرار گرفت يبررس
 يع گزارش شده بـرا يتوز باباشد که  يم يو هستک يا هسته
له ين به وس ـين پروتئيچون ا ،ن نوع سلول محابقت داشتيا

 ـ GTPبـه   نوكلئوسـتمين  افتـه يحالت اتصـال   ن هسـته و  يب
شـتر  يب يون هسـتک يزاس ـيشـود و لوکال  يم ـ جـا  ههستک جاب

 يها در دودمان نوكلئوستمين يان الگويب يبررس(. 49)است
ــلول ــرطان يسـ  ــ يسـ ــه وسـ ــه، بـ ــورد محالعـ له روش يمـ

ون يزاس ـين لوکالين پـروتئ ي ـنشان داد که ا يميتوشيمونوسيا
راً در ي ـع، اخي ـتوز ين الگويا. دارد يتوپلاسميو س يهستک
ه هــم ي ـکل يهــا سـلول  ينومايمعـده و کارس ــ يهــا سـرطان 

ز در سـال  ي ـو همکاران ن ليوران لو .(45)مشاهده شده است
 يهــا ن را در ســلولين پــروتئيــا يتوپلاســميان سيــب 4998
ــرطان ــد  يس ــان دادن ــتات نش ــلول. پروس ــا س از  PC-3 يه
و  يتوپلاسـم يان سيسرطان پروستات، ب يسلول يها دودمان
همکـاران  و تسـاي   .(12)، هر دو را نشان دادندNS يهستک
 ياديبن يها کرده بودند که سلول گزارش قبلًا 4994در سال 
ن را منحصـراً در هسـتک   ين نوکلئوسـتم يان پـروتئ ينرمال، ب
 4995و همکـاران در سـال   يانـگ  امـا  (. 49)دهند ينشان م

 يه، الگـو ي ـکل يتومورها نشان دادند که در سرطان معده و
و هــم  يتوپلاســمين، هــم سين نوکلئوســتميع پــروتئيــتوز
 و يقبل ـ هاي ن با توجه به گزارشيبنابرا(. 41)است يهستک
 يري ـگ جـه ين نتيتـوان چن ـ  يق حاضر ميج حاصا از تحقينتا

 ـبن يهـا  کرد که سلول ن يپـروتئ  يان هسـتک ي ـنرمـال، ب  يادي
 يتومـور  يهـا  دهند امـــا سـلول  ين را نشان مينوکلئوستم
 ـب ،يــــان هسـتک يعلاوه بر ب هـم نشـان    يتوپلاسـم يان سي

ن، به عنوان ينوکلئوستم ين اتصاليک پروتئيراً ياخ. دهند يم
شــده  ييشناســا PPP2R5A ين انســانياز پــروتئ α زوفــرميا

از خانواده فسـفاتاز   يميتنظ β ر واحدين، زين پروتئيا. است
2A 2 فسفاتاز .استA در کنترل رشـد سـلول،    ينقش مهم
توپلاســم قــرار يس دارد و در سيم ســلول و آپوپتــوزيتقســ

ــه ممکــن اســت توز  ــه اســت ک ــگرفت ــالي ــرا يع احتم  يب
ن يکه چـرا چن ـ  نيباشد اما ا NS يتوپلاسميون سيزاسيلوکال

شــتر يب هــاي هاز بــه محالعــيــن ،دهــد يرخ مــلوكاليزاســيوني 
 (. 12)دارد
     

 گيري نتيجه
 يهـا  ان ژني ـب حاضرق يج حاصا از تحقيدر مجموع نتا    

ــود ــتجد خـ و  Oct4،  Nanog ،Bmi  ، Zfx ،Sox2 يديـ
Nucleostemin سرطان  يسلول يها ن بار در ردهياول يرا برا

HT-29،HT1376 ، LNCaPو  HepG2هـــاي  و در نمونـــه
ن امـر  ي ـمثانه و پروسـتات نشـان داد کـه ا    کولون،توموري 

 هـاي  هبا محالع ـ. باشد يم cancer stem cellه يبر نظر يداييت
 هـاي  روشتفاده از هـا بـا اس ـ   ن ژني ـعملکـرد ا  يشتر رويب
 يهـا  هـا در سـلول   ن ژني ـماننـد مهـار ا   يشرفته مولکـول يپ

 ـاثر آن در کنترل تکث يو بررس siRNA به كم  يسرطان ر ي
بـه دسـت    يتر و قابا اعتمـادتر  ج مهمينده نتايدر آ ي،سلول

 .خواهد آمد
 

 تشكر و قدرداني
هـاي مـالي دانشـگاه علـوم      ايـن پـژوهش بـا مسـاعدت        

 وسيله از اين دانشـگاه  پزشكي كردستان انجام شده كه بدين
 اند آوري نمونه همكاري نموده و نيز از بيماراني كه در جمع

 . شود تشكر و قدرداني مي
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colon and prostate cancers and in cancer cell lines (LNCaP, 
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Abstract 
Background and Objectives 

Uncontrolled self renewal plays a direct function in different types of carcinoma progression. 

Here we examined the expression of self renewal regulatory factors such as Oct4, Nanog, 

Sox2, Nucleostemin, Zfx, Bmi-1 in colon, prostate, bladder and liver cancers in human 

samples and cancer cell lines.  

 

Materials and Methods 

We used RT-PCR to examine the expression of these genes in 10 tumors of bladder, 5 tumors 

of prostate, 5 tumors of colon , 5 normal tissues of colon, and cancer cell lines. The expression 

of Oct-4 and Nucleostemin at protein level was further determined by immunocytochemical 

(ICC) analysis in cancer cell lines.  

 

Results 

We designed specific primers to amplify a segment of Oct4, Nanog, Sox2, Nucleostemin, Bmi 

and Zfx. As expected DNA fragment of these genes based on designated primer was amplified 

in the PCR reaction. We detected the expression of these genes in almost all of the examined 

tumor samples and cancer cell lines that we used.  Oct4 and Nucleostemin proteins were 

expressed in both nuclear and cytoplasmic in cancer cell lines. No immunoreactivity was 

observed in negative controls, which were incubated in the absence of primary antibody. 

 

Conclusions 

Collectively, our  results indicated  that in a tumor  population a rare subpopulation of cells 

within the tumor cell mass has the potential of self renewal, and  suggested that their 

expression can be used as potential tumor markers in diagnosis and/or prognosis of tumors. 

These results confirm the potential value of the cancer stem-cell theory in cancer therapy.  
 

Key words:  Sox2 protein  human, , NANOG protein  human, Zfx protein  human, Colonic 

Neoplasms, Prostatic Neoplasms, Urinary Bladder Neoplasms 
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