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Abstract 
 

Background and purpose: Colorectal cancer (CRC) is one of the most common types of 

cancer. Its incidence has increased in Iran during the last 25 years. Micro-RNAs are used as new approach 

in cancer researches. The roles of miR-146a have been detected in different tumors. This study aimed at 

investigating the expression of microRNA146 in tumor tissue of colorectal adenocarcinoma in various 

stages of colorectal cancer using Real Time PCR. 

Materials and methods: In this experimental study, 70 paraffin blocks from 50 patients and 20 

healthy individuals (during 2012-2014) were studied. The total amount of RNA in tissues was 

deparaffinized using RNA extraction kit and the RNA concentration was measured by NanoDrop®. miR-

146a from total RNA was extracted by qRT_PCR. The expression of miR-146a gene was studied by light 

cycler and 2-ΔΔCT was applied to measure the gene expression. Data was analyzed using ANOVA and 

paired t-test. 

Results: Significant differences were seen in expression of mir-146a in adenomatous polyps and 

colorectal cancer tumors (stage I-IV) compared with those of the healthy tissues (P<0.05) which were 

associated with increase in mir-146a expression. 

Conclusion: Increase in the expression of mir-146a is directly associated with development of 

cancer in pre-cancer (adenocarcinoma) and advanced cancer. 
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 پژوهشي

 در پوليپ هاي  microRNA-146aبيان  ميزان بررسي
  و سرطان كولوركتال آدنوماتوز

  
       1پارميس نطقي

       2سمانه خرمّي

  3حسين وزيني
  چكيده
 سـرطان  ايـن  بروز گذشته، سال 25در طي . سرطان است ترين انواع متداول سرطان كولوركتال يكي از :و هدف سابقه

هـاي مختلـف    نقـش . انـد  ها نگرش جديدي را در تحقيقات سرطان ايجاد كـرده RNAخيراً ميكروااست يافته ايران افزايش در
microRNA-146a بيان ميزان هـدف از ايـن مطالعـه بررسـي. در تومورهاي مختلفمشخص شده است miR-146a بافـت  در 

  .بوده است  Real Time PCRبا استفاده از روشكولوركتال  سرطان مختلف مراحل و كولوركتال آدنوكارسينوم تومور
 در 93 تا 91 هاي سال طي) فرد سالم 20بيمار و 50(بلوك پارافيني  70 در مطالعه تجربي حاضرتعداد :ها مواد و روش

ها دپارافينه شده و با استفاده از  هاي موجود در بافتRNAمقدار كل . مورد بررسي قرار گرفت تهران فيروزگر بيمارستان
 qRT_PCR توسط miR-146a. گيري شد توسط دستگاه نانودراپ اندازه RNA ستخراج و غلظتا ،RNAكيت استخراج 

 CT∆∆-2و توسط روش لايت سايكلر بررسي با استفاده از دستگاه  miR-146a ميزان بيان ژن .استخراج شدRNA كل از
 .مورد تحليل آماري قرار گرفتوجي ز T-testو  ANOVAآزمون  و 19ورژن  SPSSافزار  نرمبا استفاده از  گيري شد و اندازه

نسبت بـه بافـت   ) stage I-IV(تال كبافت توموري سرطان كولور هاي آدنوماتوز و پوليپ  miR-146aميزان بيان  در :ها يافته
  .همراه بوده است miR-146aميزان بيان  افزايشكه اين تفاوت با ) >05/0p(داري وجود داشت  تال تفاوت معنيكنرمال كولور
و سـرطان   )آدنوكارسـينوم (با ميزان پيشرفت سرطان در مراحل پيش سـرطاني  miR-146a افزايش ميزان بيان  :تاجاستن

  .در مراحل ابتدايي و پيشرفته ارتباط مستقيم دارد
  

  آدنوكارسينوم ،miR-146a ،سرطان كولوركتال، ژن: واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
شـايع   ، سـومين سـرطان  )CRC( كولوركتال سرطان

شيوع اين سرطان در كشورهاي در حـال  . جهان استدر 
سـرطان كولوركتـال    .)1(باشـد  توسعه رو بـه افـزايش مـي   

هاي متفاوت  يك تومور ناهمگن شامل جمعيتي از سلول
هـاي   در پي رشد سـلول  كه ،)2(باشد ميبا خواص متمايز 

. )3(كنـد  ركتوم و آپانديس بروز مـي  ،سرطاني در كولون
 ذارگ ـنتيكي از جمله عوامل تاثيرعوامل محيطي و عوامل ژ

ــروز ايــن ســرطان مــي  گــزارش  براســاس .)4(باشــند در ب
 يك به در ايران نزديك ملي سرطان، سالانه ثبت سازمان
   بر علاوه. شوند مبتلا مي كولوركتال سرطان به نفر ميليون
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ايـران   در سـرطان  اين بروز گذشته، سال 25در طي  اين،
ن، سومين سـرطان  اين سرطان در ايرا ).5(است يافته افزايش

 ).6(باشـد  شايع در زنان و پنجمين سرطان شايع در مردان مي
 پيشـرفت  اوليـه از  كولوركتال در مراحـل  سرطان تشخيص
 بيمـاران  بـه افـزايش بقـا    منجـر  جلوگيري كـرده و  سرطان

   .شود مي
يك ژپاتولوع نو تــــــرين مهمو ترين  شايع، نوماهاآد
ــهرتومو زسا مينهز و نكولو يها پوليپ  نكولو ياـــــــــ
ت به ضايعاز نوماتوي آدها پتبديل پولي ).7(باشـــند  مـــي 

ــده نا "مسينوركا-منوآد"بدخيم  ــوير ( )8(دشو ميميـ تصـ
  . )1شماره 
  

  
 

مراحـل پيشـرفت پوليـپ آدنومـاتوز و تبـديل آن بـه        : 1 شـماره  تصوير
  )9( مسينوركا-منوآدبدخيم  تضايعا

  
بـا اسـتفاده از    آدنومـاتوز  تشخيص بـه موقـع پوليـپ   

توانـد مـانع از    مـي  ونوسكوپي و سيگموئيدوسـكوپي كول
ــوم پيشــرفت و ايجــاد ســرطان  ــين ســرطان  هــم و آدن چن

و  زيرگـروه بـزرگ   ،هاRNAميكرو. )9(كولوركتال شود
 اي تك رشتهكدكننده  هاي غيرRNAاز  كلاس جديدي

توانند به عنوان انكوژن  كه ميهستند نوكلئوتيدي 18~25
هـاي هـدف    هار بيـان ژن و يا مهاركننده تومور از طريق م

طريـق  وابسته به سـرطان عمـل كننـد كـه ايـن كـار را از       
هـا  mRNAانتهاي  UTR'3اتصال به ناحيه ترجمه نشدني 

يـا القـاء تجزيـه     mRNAمهار ترجمه  انجام داده و باعث
ــيآن  ــوند م ــاختار و    .)10(ش ــه س ــيش ب ــيش از ب ــه ب توج

ها در چند سال اخيـر بـه دليـل    RNAعملكردهاي ميكرو
 ها در فرآيندهاي بيولوژيكي چـون  هاي مختلف آن نقش

تمـايز  زايـي،   سازي، ريخـت  آپپتوز، ترشح انسولين، خون

. )11(باشد وسرطان مي هاي ويروسي بيماري ،ايمني ،بافتي
باشـد   مـي  miRNA-146a هـا،  RNA يكي از انواع ميكرو

ــر روي كرومــوزوم  كــه ژن آن  34q5در موقعيــت  و 5ب
 كــه اســت داده قــات نشــانتحقي. )12(شــده اســت واقــع
تحـول   پيدايش، بهبـود و  در كليدي نقش ها RNAميكرو

ها  NAعملكردهاي مختلف اين ميكرو. دارند ها بدخيمي
جــدول (اســت هــاي مختلــف شناســايي شــده  در ســرطان
ــماره ــن از). 1 شــ ــه رو، ايــ ــواع  و مطالعــ ــناخت انــ  شــ
تواند باعث  مختلف سرطان مي مراحل ها درRNAميكرو
   .شود سرطان شناسي آسيب از بهتر ركد و آگهي پيش

  
ها عملكردهاي  در شماري از سرطان افزايش بيان :1جدول شماره
  miR-146a و مختلف آن

  

 سرطان miR-146a عملكرد 

 تيروئيدپاپيلاريسرطان سرطان به ابتلا خطر افزايش  )13(

  تهاجم مهار متاستاز و سركوب  )14(
EGFR  مهار بيان 

IRAK1  مهار بيان 

TRF6  مهار بيان 

NF-  مهار بيان 

 پستانسرطان

 پروستات درمان سرطان به مقاوم هورمون(HRPC) متاستاز تهاجم و كاهش تكثير سلولي،  )15(

 لوزالمعدهسرطان تهاجم مهار  )16(

 كبديسلولكارسينوم سرطان ضد داروي اثر كاهش  )17(

 معدهسرطان تهاجم و مهاجرت مهار  )18(

 پروستاتسرطان تومور رشد وبسرك  )19(

 بزرگسالانگليوما تومور سركوبگر  )20(

  )سرويكس( رحمدهانهسرطان سلولي تكثير ترويج  )21(
 سلوللوسميT تومور رشد افزايش  )22(

 سلوللنفومNK / T تومور سركوب  )23(

 حاد لنفوبلاستيكلوسمي خون سرطان به ابتلا خطر افزايش  )24(

 ريهسرطان مهاجرت و تومور رشد مهار  )25(

 دهان سنگفرشيسرطان سلول سلول تكثير ترويج و  )26(

  

  مواد و روش ها
بيمار و  50(نمونه  70تعداد تجربي حاضر  در مطالعه

تـا   91هاي  سالكه در طي  )نرمال جهت كنترل منفي 20
 ،به بيمارستان فيروزگـر تهـران مراجعـه كـرده بودنـد      93

ــاب  ــدندانتخ ــه تح .ش ــات   كلي ــز تحقيق ــات در مرك قيق
   .گوارش بيمارستان دكتر شريعتي تهران انجام گرفت

  
  رونويسي معكوس و RNA استخراج
  در  موجـود  پـاتولوژي  هـاي  فايـل  بـه  مراجعه از پس
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نظـر   مـورد  موارد نمودن پيدا وفيروزگر تهران  بيمارستان
هـاي   هـاي پوليـپ   هـاي نرمـال، بلـوك    هاي بافـت  بلوك(

 هـاي  هـاي پوليـپ   بلوك ،خفيفپلازي با ديس آدنوماتوز
هاي بافت تومـوري   با ديسپلازي شديد، بلوك آدنوماتوز

 زا )در قسـمت ايلئـوم و ركتـوم   ( I-IVسرطان در مراحل 
بــا اســتفاده از دســتگاه ميكروتــوم  مناســب هــاي بلــوك
جهـت  . تهيـه شـد   ،نميكـرو  10 تـا  5 بـه قطـر   هـايي  برش

اتــانول و  از پروتكــل تركيبــي هــا زدايــي بلــوك پــارافين
توسـط كيـت    RNA اسـتخراج  .زايلـين اسـتفاده گرديـد   

طبق دانمارك  exiqonشركت ساخت  RNAجداكننده 
جهــت . شــد دســتورالعمل شــركت ســازنده كيــت انجــام

 هاي سرطاني نسـبت  در بافت mir-146aمقايسه ميزان بيان 
بــه عنــوان كنتــرل  snord-47هــاي ســالم از ژن  بــه بافــت

) cDNAسنتز(ونويسي معكوس ر .داخلي استفاده گرديد
ــاي  از ژن ــت   SNORD-47 و miR146aهـ ــط كيـ توسـ

طبـق  آمريكا  Qiagenشركت رونويسي معكوس ساخت 
تبــديل  .دسـتورالعمل شــركت سـازنده كيــت انجـام شــد   

cDNA ــه ــام  DNA بـ ــط RT-PCRو انجـ ــت توسـ  كيـ
)LightCycler Fast Start DNA Master SYBR Green( 

ق دستورالعمل شركت طب آمريكا Qiagenشركت  ساخت
ويژگـي پرايمرهـاي    تـوالي و . انجـام شـد   نيـز  سازنده كيت

  .ذكر شده است 2طراحي شده اين كيت در جدول شماره 
 

 تـوالي و ويژگـي پرايمرهـاي طراحـي شـده كيـت       :2جدول شماره 
LightCyclerFastStart DNA Master SYBR Green  

  

 دماي اتصال  توالي پرايمر  نام ژن
 )ادگر درجه سانتي(

miR-146a F- 5'TCCGTGAGAACTGAATTCC-3' 60 
SNORD-47  F-5ATCACTGTAAAACCG TTCCA-3' 60 

Common Reverse  R-5GAGCAGGGTCCGAGGT-3' 60 

  
لايـت سـايكلر     هاي تهيه شده توسـط دسـتگاه   نمونه

مرحلـه، بـه    3سيكل، هر سيكل داراي  40طي 5/3ورژن 
ــرار  ــتقـ ــام گرفـ ــاز : انجـ ــت سـ ــه واسرشـ    يدر مرحلـ

(Initial Denaturation) دو رشــته در دمــاي C95  ــه ب
سـپس مرحلـه اتصـال    . ثانيه از هـم جـدا شـدند    30 مدت

به مـدت   C60در دماي (Primer Annealing) پرايمرها

ثانيه صورت گرفت و در پايـان مرحلـه طويـل شـدن      30
Extension)( در دمايC70  دقيقه انجام شد 1به مدت .

در . بهــره گرفتـه شــد  CTش در مطالعـه حاضـر از رو  
 (Efficiency) اين روش با فرض برابري رانـدمان تكثيـر  

 بـا . بين ژن مورد نظر و ژن مرجع مقايسه صورت گرفـت 
 T-test هاي آزمون و 19 ورژن SPSS افزار نرم از استفاده
 قـرار  وتحليـل  تجزيـه  مـورد  هـا  داده ANOVA و زوجي

  .دار در نظر گرفته شد معني >05/0pگرفت و 
  

  يافته ها
 II و I مورد در مراحل 16( پارافينيبلوك  70تعداد 

مـورد در   15سـال،  5/27 ± 1/55 سرطان با ميانگين سني
سـال   4/59 ± 27سرطان با ميانگين سني IV و IIIمراحل 

 2/58±15مورد پوليپ آدنوماتوز بـا ميـانگين سـني     19و 
جـدول  (مورد بررسي قرار گرفت) نرمالنمونه  20 سال و
-2 توسـط روش  miRNA-146aو ميزان بيـان   )3اره شم

∆∆CT نتــايج حاصــل از آزمــون تحليــل  گيــري شــد نــدازها
هـاي مـورد    نشـان داد كـه بـين گـروه    واريانس يك طرفـه  
ميـزان  ). >05/0p( وجـود دارد  داري مطالعه تفـاوت معنـي  

هـاي آدنومـاتوز و مراحـل      پوليپدر  miRNA-146aبيان 
ت به بافت نرمـال افـزايش   نسب مختلف سرطان كولوركتال

چنين، ميزان  هم .)4جدول شماره ( داري داشته است معني
  يابــد  مـي  باپيشـرفت ســرطان افـزايش   miRNA-146a بيـان 

هــاي آدنومــاتوز  در پوليــپ miRNA-146aمقــدار بيــان و 
 بيــان تــر و ميــزان بــه مراحــل ابتــدايي ســرطان، كــم نســبت

miRNA-146a ــ  ه در مراحــل پيشــرفته ســرطان نســبت ب
مراحل ابتدايي و آدنوماتوز پيشرفت قابل تـوجهي داشـته   

 miRNA-146a از اين رو همبستگي بين ميزان بيـان  .است
ــا مراحــل مختلــف بيمــاري مــي  توانــد بــه عنــوان يــك  ب

  .آگهي براي تعيين وضعيت بيمار باشد پيش
  

  افراد مورد مطالعه ويژگي هاي دموگرافيك :3جدول شماره
 

  مرحله مشخصات
 III,IV  

 مرحله
I,II 

  پولييپ هاي آدنوماتوز 
  ديسپلازي خفيف و شديد

  سطح 
 معني داري

  )19/50( 38 )16/50( 32 ) 15/50( 30 )درصد(تعداد

 433/0 10/9 11/5 7/8)مرد/زن(جنسيت
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  miR146a در بافت نرمال، پوليپ و بافت سرطاني در دو جنس زن و مردميزان بيان  :4جدول شماره 
 

 miR146a ميزان بيان

IV 

 miR146aميزان بيان 

III 

 miR146aميزان بيان 

II 

 miR146aميزان بيان 

I 

 miR146aميزان بيان

  شديدآدنوما ديسپلازي 
 miR146aميزان بيان

 آدنوما ديسپلازي خفيف

 miR146aميزان بيان 

 در بافت نرمال
 جنسيت

 مرد  1 03/3 28/4 92/4 06/6 55/10 55/10

 زن 1 82/2 48/3 92/4 27/5 57/8 52/10

  
در  miR-146a اني ـب زاني ـم 1مطابق نمـودار شـماره   

 يهـا  پيو پول IIو  I با مراحل سهيدر مقا IVو IIIمراحل 
علاوه . است افتهي شيافزا يآدنوماتوز به طور قابل توجه

نسبت بـه   IIو  Iدر مراحل  miR-146a انيب زانيم ن،يبر ا
ــپول ــا پي ــزا يه ــاتوز اف ــوجه شيآدنوم ــل ت ــته  يقاب   داش

  ).<05/0p(است 
  

  
آدنوماتوز،  پيدر پول miR146a انيب زانيم ي سهيمقا :1شماره نمودار

  سرطان كولوركتال شرفتهيو پ هيمراحل اول

  
  بحث
ان رـ ـيدر ار ـخياه ـهدسه رگ در بزن روده سرطاوز بر

بـــه نوماها شـــيوع آد .ستاشته دايش قابل توجهي ازــــفا
ــوان   يها يك پوليپژپاتولوع ترين نو مهمو ترين  شايععن

يش سن بالا افزا با نكولو يهارتومو زمينهساز و نولوـــك
كولوركتال توجه به  بهترين مشخصه سرطان. )27(رود مي

هـا،   ها، انكـوژن  جهش. پاتوژنز و حوادث مولكولي است
 كننده هاي ترميمي تعيين كننده تومور و ژن هاي سركوب ژن

ك ـيماري متاستاتيتوسعه و پيشرفت سرطان از آدنوم به ب
شامل  هستند و تغييرات تجمعياين  DNA در سطح. هستند

APC ، ر ـهــاي ديگــ ا جهــش ژنيــجهــش در بتــااكتين و
ــد  ــد  K-RAS، P53ماننـ ــاي رشـ  TGF-betaوفاكتورهـ
يا  ژننكوا يهاژن درلي امتو يجهشها .)28(دنباشـــ مـــي
 مولكوليي رهاــــــترين مسييكليد از نسرطا هكنندرمها
ــب روده نسرطا شگستر شدر در ــي رگزـ ــند م  .)29(باش

ــنند باها ميتوRNAوميكر ــه عنــ ــنكان اوــ ــيژن و وــ ا ــ
بسته ف وادـ ـهي اـه ر ژناـق مهـطرياز  رتوموه كنندرمها
  .)31 ،30(دـلكننـعمن رطاـبه س

در  miR146a بيـان ميـزان  و همكاران  Liدر مطالعه 
 به صـورتي بـود كـه    پانكراس هاي سرطاني و نرمال بافت

كارسينوماي  هاي سرطاني در بافت miR146a يانميزان ب
پانكراس نسبت به بافت نرمال افزايش معني داري داشـته  

نشـان دهنـده    حاضر نيزنتايج حاصل از مطالعه  .)17(است
هاي  در بافت miR146aاين موضوع است كه ميزان بيان 

افزايش قابل توجهي داشـته   نسبت به بافت نرمالسرطاني 
با پيشـرفت مراحـل    mir-146a ميزان بيان چنين هم. است

اين در حالي است كـه  . سرطان رابطه مستقيم داشته است
چـون سـينه،    هاي سرطاني در بافت miR146a ميزان بيان

ــا كــاهش    ــد ب ــاپيلاري تيروئي ــانپروســتات و پ ــزان بي  مي
miR146a ميزان بياناز سوي ديگر . رو به رو بوده است 
miR146a در  چون سـرطان معـده   هاي سرطاني در بافت

 برخي مراحل مانند تهاجم گره لنفي و سياهرگي با كـاهش 
ــان  ــزان بي ــت  miR146a مي ــوده اس ــه رو ب ــا  ).19(رو ب   ام

افـزايش   miR146a ميـزان بيـان  در ساير مراحل سرطاني 
  . يافته است

سـرطان سـرويكس    هـا هماننـد   در بعضي از سـرطان 
فقـط در  كـه   هاي سرطاني ر بافتد miR146a ميزان بيان

 مراحل ابتدايي بودند، افزايش داشته است و اين افـزايش 
  .)23(هاي سرطاني شده است باعث افزايش تكثير سلول
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افزايش بيـان   دهد كه نشان مي همكاران و Li مطالعه
miR146a  در اينترلوكينb1   باعث كاهش بيان پـروتئين
SMAD4 )هاي فاكتور يك پروتئين ميانجي درپاسخ به پيام 

هاي غضروفي  در سلول VEGFچنين كاهش  و هم )رشد
بـه   SMAD4شود كه اين كاهش بيان پـروتئين   موش مي

از سـوي   و باشد مي miR146aدليل بخش سنجاق سري 
تواند باعث ايجاد مسـير   مي miR146aافزايش بيان ديگر 

 در ايجاد پاسخ پاتوژنيك در اينترلـوكين  يآبشاري جديد
b1 همطالعچنين در  هم .)32(شود Mei  بـا   و همكاران كـه

نه و يس ـ بافت سـرطاني  هاي مقايسه دو گروه سلول هدف
يان بميزان  مشاهده شد كهسينه انجام گرفت،  نرمال بافت

miR146 ــي  بر ــد اپ ــاكتور رش ــده ف ــالي گيرن  EGFR تلي
باعـث مهـار متاسـتاز در ايـن      آنبيـان  تاثيرگـذار بـوده و   

كـاهش   EGFRمقدار  كه جايي از آن .ه استها شد سلول
تـر   هاي ايمني بيش افزايش نفوذ سلول بنابراين ه استيافت
 miR146 در واقــع اعتقــاد بــر ايــن اســت كــه  ،شــود مــي
را تنظيم  NF-kbو  EGFRتواند تا حدودي مسيرهاي  مي
 كـه افـزايش   ه اسـت نشـان داده شـد   چنين اخيراً هم .كند

miR146   3در گليوبلاستوماها به دليل مهـار'UTR   موجـود
اما . )21(تاثير ضد توموري دارد mRNA، NOTCH1 در

هـا   برخـي از سـرطان   درmiR146ميزان بيـان   اين كه چرا
كاهش و در برخي ديگر با افزايش رو به رو بوده اسـت،  
 مربوط به پلي مورفيسم يا چندشـكلي تـك نوكلئوتيـدي   

miR146 شود شكل و نـوع جفـت    باشد كه منجر مي مي
 يند باعث كاهش و يا افزايشباز تغيير يابد در نتيجه اين فرآ

ــان  ــا   pre-miR-146aســطح بي و در نهايــت كــاهش و ي
هـا   سـم مورفي پلي. خواهد شدmiR146بيان  افزايش سطح

نسبت بـه ايجـاد بيمـاري و    متفاوت افراد عامل حساسيت 
 رو باشـــند، از ايـــن بـــه درمـــان داروئـــي مـــي واكـــنش

بـراي   يمبنـاي  در آينـده نـه چنـدان دور    هـا  سـم مورفي پلي
ــبابــت خواهط ــودن امــروزه مطالعــات گســترده و . )33(د ب

بـه   ابـتلا  خطـر و متعددي روي ارتباط تغييـرات ژنتيكـي   
نتـايج  . )34(گيـرد  ها صورت مـي  سرطان ها و بيماري انواع

 miR-146aدهدكه وجود  نشان ميمطالعـه حاضر حاصل از
آگهي براي تشخيص سرطان  تواند به عنوان يك پيش مي

بـا ايـن اميدكــه در   . ل اوليـه باشــد روده بـزرگ در مراح ـ 
ــين    ــه ب ــر رابط ــز ب ــده تمرك ــيرهاي  miR-146aآين و مس

سيگنالينگ سرطان بتوانـد نگـرش جديـدي در راسـتاي     
گيري، تشخيص، شناسايي و درمان بيمـاري   ارتقاي پيش

  .و افزايش بقا به وجود آورد
  

  سپاسگزاري
 دانشگاه آزاد اسلامي واحد همـدان و بيمارسـتان   از
قات گوارش دكتر شريعتي تهـران  ر و مركز تحقيفيروزگ

تشــكرو كردنــد  كــه مــا را در انجــام ايــن مطالعــه يــاري 
  .آيد قدرداني به عمل مي
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