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Introduction:  Renal cell carcinoma (RCC) is the most common type of kidney cancer 

in adults. The aim of this study is to investigate the effects of the buforin II gene on 

the expression of lncRNAs PVT1, EGOT and LINC00312 in ACHN kidney cancer 

cells. 

Material & Methods:  Recombinant plasmid pcDNA3.1(+) containing buforin II gene 

and empty plasmid pcDNA3.1(+) were introduced into E.coli strain TOP10 by heat 

shock method and then purified. Then both mentioned plasmids were introduced into 

ACHN cells by lipofection method and screening was done by neomycin antibiotic. 

Finally, real time RT-PCR reaction was performed in order to investigate the 

expression change of EGOT, PVT1 and LINC00312 lncRNAs. 

Results: After lipofection, the transfected cells grew in the culture medium containing 

neomycin antibiotic. The real time RT-PCR reaction showed that the expression of 

buforin II gene in ACHN kidney cancer cells caused a significant increase in the 

expression of lncRNAs EGOT (P=0.0033) and LINC00312 (P=0.0272) and a 

significant decrease in the expression of PVT1 (P=0.0278). 

Discussion & Conclusion: Considering that the presence of buforin II gene causes a 

significant change in the expression of lncRNAs EGOT, PVT1 and LINC00312, it is 

possible that it can activate cell pathways including apoptosis. 
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و  PVT1 ،EGOT هایlncRNA انیبر ب buforin II ۀآثار ژن کدکنند یبررس

LINC00312 هیسرطان کل یسلول ۀدر رد 

 *2ی عباس دوست، 1ی فارسان یریام میمر

 

 رانیشهرکرد، ا ،یواحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلام ه،یعلوم پا ۀدانشکد ،یشناسستیگروه ز 1
 رانیشهرکرد، ا ،یواحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلام ،یوتکنولوژیب قاتیمرکز تحق 2

 

 

 

 چکیده اطلاعات مقاله
 

 پژوهشینوع مقاله: 

 

 09/07/1402تاریخ دریافت: 

 23/09/1402: ویرایشتاریخ 

 08/11/1402تاریخ پذیرش: 

 26/03/1403تاریخ انتشار: 

 

 

   
ار آث یحاضر بررس ۀسالان است. هدف از مطالعدر بزرگ هینوع سرطان کل نتریعی( شاRCC) یویسلول کل نومیکارس مقدمه:

 ACHN ۀرد یۀسرطان کل هایدر سلول LINC00312و  PVT1 ،EGOT هایlncRNA انیبر ب buforin II ۀژن کدکنند

 .است

)+( به روش pcDNA3.1 یخال دیو پلاسم buforin IIژن  ی)+( حاوpcDNA3.1 بینوترک دیپلاسم :هامواد و روش

به روش  دی. پس از آن، هر دو پلاسمدندیگرد صیشدند و سپس تخل TOP10 یۀسو E.coli یوارد باکتر یحرارتشوک 

 realواکنش  ت،ی. درنهاگرفتانجام  نیسینئوما کیوتبییتوسط آنت یشدند و غربالگر ACHN هایوارد سلول پوفکشنیل

time RT-PCR انیب رییتغ بررسی منظوربه lncRNAهای EGOT ،PVT1  وLINC00312 دیانجام گرد. 

رشد  نیسینئوما کیوتیبیآنت یکشت حاو طیشده در محترانسفکت هایسلول پوفکشن،یپس از لهای پژوهش: یافته

 شیسبب افزا ACHN ردۀ یۀسرطان کل یهادر سلول buforin IIژن  انینشان داد که ب real time RT-PCRکردند. واکنش 

 PVT1 داریمعن انیب هشو کا LINC00312 (P= 0.0272)و  EGOT (P= 0.0033) هایlncRNA داریمعن انیب

(P=0.0278) شد. 

و  EGOT ،PVT1 هایlncRNA داریمعن انیب رییباعث تغ buforin IIحضور ژن  نکهیبا توجه به ا: یریگجهیبحث و نت

LINC00312 را فعال کند زیازجمله آپتوز یسلول یرهایکه بتواند مس رودیاحتمال م شود،یم. 

 ACHN یسلول ۀ، ردbuforin II ه،یسلول کل نومیکارس: های کلیدیواژه

 نویسنده مسئول: 

 یعباس دوست

 ،یوتکنولزززوژیب قزززاتیمرکزززز تحق

واحزززد شزززهرکرد، دانشزززگاه آزاد 

 رانیشهرکرد، ا ،یاسلام

Email: 

bio.gene84@gmail.com 

 ۀآثار ژن کدکنند یبررس .دوستی عباس ،میمر یفارسان یریام ستناد:ا buforin II انیبر ب lncRNAیها PVT1 ،EGOT  وLINC00312 ۀدر رد 

 .32-43(: 2)32؛3140 خرداد له دانشگاه علوم پزشکی ایلام،. مجهیسرطان کل یسلول

                                           نویسندگان ©مؤلف حق    علوم پزشکی ایلام                        ناشر: دانشگاه              
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 مقدمه

 ت،یدرنها که ستا نتیکیژ ریبیما یک نسرطا

از  بیش، 2010 لسا. در ستا محیطی ملاعوآثار  ۀییدزا

 یعنی 7.000.000 ودحدو در  مبتلا نسرطا به نفر 14.000.000

به بعد،  2011 لسا. از شدند گمر رچاد هااز آن صددر 50

 ،ستا شتهرا دا جهانیاول  ۀتبر ریوممرگ نظراز  نسرطا

اول را  ممقا وقعرو  قلب یهاریبیمااز آن،  شیپ کهیدرحال

 عملکرد نبود   علت به ها(. سرطان1) دادمی صختصاا دخو به

 یو درواقع، علت اصل ندآییم دپدی هادر سلول DNA حصحی

در  لیدخ هایاست که در ژن یو اختلالات راتییسبب تغآن به

عیشا هی(. سرطان کل2) ندآیمی وجود به هاکنترل رشد سلول

با نام  یویلک ومیتلیاست و نوع اپ یدستگاه ادرار یمیبدخ نتری

آمار ابتلا را دارد.  نیشتریب RCC ای هیکل یسلول نومیکارس

RCC در مردان و جیسرطان را نیو چهاردهم نینهم بیترتبه 

علت مرگ بر اثر سرطان در سرتاسر جهان  نیزنان و شانزدهم

ه مبتلا ب مارانیب یغربالگر هایبرنامه شرفتیاست. با توجه به پ

RCC سرطان در جهان در  نیا وعیشده است که شمشخص

در کشور توانیبروز را م زانیم نیاست. بالاتر شیحال افزا

 یاکیو آمر یو شرق یشمال یو اغلب اروپا افتهیتوسعه های

 64.000در هر سال  متحده،الاتی(. در ا3-5) افتی یشمال

وجود  RCCاز  یناش ریوممرگ 14.000و  RCC دیمورد جد

اند نقش دارند؛ عبارت یماریب نیکه در ا یدارد. عوامل مهم

 ترعیشا RCCسال  60 یلا. در مردان باتیاز: نژاد، سن و جنس

است  یزندگ 80تا  60 هایآن در دهه زانیم نیشتریاست و ب

مورد توجه  RCCکنترل و درمان  ادشده،ی(. به علت موارد 3)

است  ایدهیچیپ یماریب هی(. سرطان کل4دارد ) راردانشمندان ق

. ردگییصورت نامتعادل صورت مژن به انیکه در آن، ب

 یهااز عامل یریگاند که بخش چشمدادهشواهد نشان 

 یهایدر توال رییبه تغ توانیمستعدکننده به سرطان را نم

از  یاریشمار بس یینسبت داد. شناسا نیپروتئ ۀکدکنند

lncRNAها مولکول نیا گاهیاز جا یبرداربه پرده در انسان ها

 مهم در یعنوان اجزاها بهسرطان و نقش آن یشناسبیدر آس

رونوشت  lncRNAکرده است.  یانیکمک شا ،ییتومورزا

قرار دارد.  3p26.1( در EGOT) لینوفیگرانول ائوز یانتوژن

 یهاگنالیدر پاسخ به س EGOTمطالعات نشان داده است که 

-NF یهاریمثبت مس ۀکنندمیعنوان تنظو به شودیالقا م استرس

kB  وPI3K/AKT (. 5) کندیعمل مlncRNA 

LINC00312  که به نامNAG7 عنوان به شود،یم دهینام زین

سرکوبگر تومور در انواع مختلف سرطان،  دیژن جد کی

ییانکوژن شناسا کیعنوان به PVT1(. 6است ) شدهییشناسا

 (.7دارد ) انیب شیافزا RCCدر متاستاز  نیاست و همچن شده

منظور درمان به ریاخ هایو درمان شنهادهایپ رغمیعل

لت ع نیاست که به هم اریعود تومور بس زانیرطان، مس نیا

درمان  یبرا ن،یبنابرا گردد؛یاستفاده م زین یدرمانیمیش

یبه فناور ریچشمگ ازیکاهش عود آن، ن نیسرطان و همچن

طور هب یضدسرطان یدهایپپت شتریوجود دارد. ب دیجد های

صورت که با  نیبه ا کشند،یرا م یسرطان هایسلول یانتخاب

لول، س یتوکندرینفوذ و تورم در م ایسلول  یاختلال در غشا

است که با  نی. اعتقاد بر اشوندیم یسبب مرگ سلول سرطان

( سلولی)با بار منف یغشا یاجزا انیم یکیالکترواستات ۀجاذب

مرگ  دنیفرا ،یونیضدسرطان کات یدهایو پپت یسرطان های

 یبکرویضدم دیپپت کی buforin II(. 8) خوردیم دیکل یسلول

 کی ز،یگرآب طیمح کیاست که در  دینواسیآم 21با  یقو

 یصادفت چیپمیس یۀناح کیمتشکل از  کیپاتیساختار آمف

ا آلف ۀمنطق کیلولا و  کی چ،یمارپ یۀناح کی، N نالیترم

 ،یطور انتخاب( و به9) دهدیم لیتشک نالیترم Cدر  کسیهل

طح س یدهایوزیتعامل با گانگل قیرا از طر یسرطان هایسلول

 هایسلول یغشا buforin IIسپس  دهد؛یهدف قرار م یسلول

و آپوپتوز  کندیم یها طرساندن به آن بیرا بدون آس یسرطان

 (.10) دنماییرا القا م یتوکندریوابسته به م

 ییاسابه سرطان، شن انیتوجه به رشد روزافزون مبتلا با

برم م ازین یماریب نیکنترل و درمان ا یمختلف برا هایریمس

 یحاضر بررس ۀعلت، هدف از مطالع نیاست؛ بد یجهان ۀجامع

، PVT1 هایlncRNA انیب رییدر تغ buforin IIژن  ریتأث

EGOT  وLINC00312 هیکل یسرطان ۀرد هایدر سلول 

  .ستا

 هامواد و روش
مطالعه حاضر با کد اخلاق 
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IR.IAU.SHK.REC.1402.014 یدر دانشگاه آزاد اسلام 

 واحد شهرکرد انجام شده است.

 یانیب لیپروفا ییمنظور شناسا: بهin silico مطالعات

گاهیاز پا ،هیسرطان کل سیو پاتوژنز شرفتیدر پ لیدخ هایژن

هدف، با استفاده از  نیا یاستفاده شد. برا نیآنلا ۀداد های

دانلود  هیسرطان کل هایداده OMIM (omim.org) ۀداد گاهیپا

و  یانسان هایژن یداده برا گاهیپا کی OMIM. دیگرد

 یکینیکل هایزیآنال ۀاست و اطلاعات هم یکیاختلالات ژنت

 از پس مثال،عنوانبه اند؛ادغام شده تیسا نیمعتبر در ا

عات اطلا ت،یسا نیدر ا هیسرطان کل یدیکل ۀواژ جستجوی

 توانیم مه لیفا نیکه در ا دیاکسل دانلود گرد لیبه شکل فا

 یدسترس هیدر سرطان کل لیخد هایژن نام به هم و هاژن IDبه 

شد. در ادامه،  افتی جهیمورد نت 8614 هیداشت. در سرطان کل

IDتیدر سا شیپ ۀآمده از مرحلدستبه های enrichr 

در  لیدخ های. ژندیگرد بررسی هاجستجو و عملکرد ژن

پس از شدند؛ س دیکاند هیسرطان کل سیو پاتوژنز شرفتیپ

 تیسا نی. ادیگرد استفاده HUGO (genename) ۀداد گاهیپا

 هایاست که استاندارد یمجموعه از سازمان ژنوم انسان کی

 ری. در ادامه، مسکندیم نییرا تع یانسان هایژن یگذارنام

 نیاستفاده شد، به ا تیسا نیاز ا lncRNAکردن  دیکاند

 Gene symbolsوارد بخش  lncRNAصورت که از بخش 

انتخاب شد و سپس  lncRNA ،biomartو در بخش  دیگرد

 هایIDقسمت، با  نی. در ادیانتخاب گرد Gene ۀنیگز

-Locus group = nonصورت گرفت؛ ازجمله:  لتریمختلف ف

coding  وLocus type = lncRNA. در بخش  ت،یدرنها

OMIM ID یاسام lncRNAۀنیمدنظر نوشته شد و گز های 

GO یسام)ا دگردی دانلود هاانتخاب و نام استاندارد ژن 

lncRNAداده  گاهپای از هاOMIM ۀدانلود شد(. هم lncRNA

. دیرداستخراج گ هیسرطان کل شرفتیو پ جادیدر ا لیدخ های

 cbioportal ۀداد گاهپای در اول گام در هاlncRNAپس از آن، 

 ۀو هم یبررس lncRNA Disease ۀداد گاهیو سپس در پا

 انیب راتییزان تغمی و شد استخراج هااطلاعات مربوط به آن

lncRNAیصورت کمبه هیدر سرطان کل دیکاند های 

اسم سرطان وارد شد.  cbioportal تی. در سادیگزارش گرد

 Quaryعلامت بخورند و سپس  هاکیت ۀتوجه داشت هم دیبا

BY Gene ۀنیو نام ژن نوشته و گز دیانتخاب گرد Qyary 

 آمدهستدبه هایlncRNA یاسام بیترت نیانتخاب شد. بد

که  هاییlncRNAو  دیگرد یکپ Cbioportalداده  گاهیدر پا

شدند. فرمت  دیرا داشتند، کاند Alternation نیبالاتر

FASTA  هرlncRNA داده  گاهیبه پاLncDisease  داده شد

 .دیبالاتر انتخاب گرد یانیب لیپروفا یدارا یهاlncRNAو 

مطالعه،  نی: در اهاتیسلول و ک ،یباکتر مواد،

 دیو پلاسم pcDNA3.1(+)-buforin II بینوترک دیپلاسم

 Generay)+( از شرکت pcDNA3.1( ینخورده )خالدست

Biotech Co. Ltd یل. توادیگرد هیداده شد و تهسفارش  نیچ 

-EcoRI یۀجفت باز( در ناح 87)با طول  buforin II هدف ژن

XbaI توسط  یتویوکاری زبانیبهتر در م انیب یشد و برا نکلو

نتز . صحت سرفتیکدون صورت پذ یسازنهیشرکت به نیا

 دییتوسط شرکت سازنده تأ یمیهدف با هضم آنز هایژن

 ریتکث یبرا TOP10 یۀسو E. coli یاز باکتر نیهمچن د؛یگرد

 تیذکر است که ک انینامبرده بهره گرفته شد. شا هایدیپلاسم

 صیلتخ ی( برارانیآزما، ا زیتجه کتای) دیپلاسم راجاستخ

سرطان  ۀکار رفت. سلول ردبه E. coli یاز باکتر هادیپلاسم

انجام مطالعات  ی( برارانیا ی)بانک سلول ACHNبا نام  هیکل

 realو  PCRانجام واکنش  ی. برادیاستفاده گرد یشگاهیآزما

time RT- PCRکتا یشرکت  هایگر، از مواد و واکنش

 آزما بهره گرفته شد. زیتجه

 E. coli یر: باکتبیو استخراج وکتور نوترک ریتکث

 یداری( خررانی)تهران، ا رانیپاستور ا تویاز انست TOP10 یۀسو

)مرک، آلمان(  Luria-Bertani (LB)کشت  طیو در مح

 ۀدرج 37 یشب در دما کیو سپس به مدت  دیکشت گرد

( انکوبه قهیدور در دق 180) کرداریدر انکوباتور ش گرادیسانت

اده از با استف یخال دینامبرده و پلاسم بینوترک دیشد. پلاسم

 ۀدرج 42) یمولار( و شوک حرارت 1/0) میکلس دیروش کلر

 ییایباکتر های( به درون سلولهیثان 90 یبرا گرادیسانت

 کشت طیشده در محترانسفورم هایی. کلوندیترانسفورم گرد

LB ( رشد تریلیلیدر م گرمیلیم 30) نیلیسیآمپ یآگار، حاو

ا ب ونیکردند و انتخاب شدند. صحت انجام ترانسفورماس

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jim
u.

m
ed

ila
m

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

7-
05

 ]
 

                             4 / 12

https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-8108-en.html


36 

/
 
م
لا
ی
ا
 
ی
ک
ش
ز
پ
 
م
و
ل
ع
 
ه
ا
گ
ش
ن
ا
د
 
ه
ل
ج
م

 
 
د
ا
د
ر
خ

1
4
0
3

 

 

 

 دییتأ یاختصاص هایمریبه کمک پرا PCRاستفاده از روش 

کشت  طیمح تریلیلیم 5شده در ترانسفورم هایی. کلوندیگرد

LB Broth 180) کرداریدر انکوباتور ش نیلیسیآمپ یحاو 

یسانت ۀرجد 37 یشب در دما کی( به مدت قهیدور در دق

 تیبا استفاده از ک یدیپلاسم DNAکشت شدند.  گراد

 ،تیآزما طبق دستورالعمل ک زیتجه کتای دیاستخراج پلاسم

ده شاستخراج یدهایپلاسم تیفی. کدیگرد یسازخالص

( در کای، آمر2000 کیفینتیتوسط نانودراپ )ترموسا

 (.11شد ) یریگنانومتر اندازه 280/260موج طول

 یسلول ردۀ: هاسلول ورزیسلول و دست کشت

ACHN یبا کد سلول C206 ان، )تهر رانیپاستور ا تویاز انست

 یو در فلاسک کشت بافت، حاو دیگرد یداری( خررانیا

درصد  10با  شدهی( غنرانیا ده،یوای)ب RPMI 1640 طیمح

یواحد آنت 100( و رانیا ده،یا وی، بFBS) یگاو نیسرم جن

کشت شد.  تریلیلیم 1در هر  نیسی/استرپتومانیلسییپن کیوتیب

و در فشار  گرادیسانت ۀدرج 37 یفلاسک در انکوباتور در دما

 درصد 80-70 تراکم به هاکه سلول یتا زمان CO2درصد  5

وکتور منظور انجام ترنسفکشن )انتقال. بهدگردی انکوبه برسند،

 ایخانه 6 تیخانه از پل 3در  ACHN هایسلول ،(سلول به ها

 یمخصوص کشت شدند. درمجموع، دو گروه سلول

 دیشده با پلاسمترنسفکت ACHN: دندیترنسفکشن گرد

pcDNA3.1(+)-buforin II (، سلول ماری)گروه تACHN 

سوم  ۀ)گروه کنترل( و خان یخال دیشده با پلاسمترنسفکت

کرده ن افتیدر دیپلاسم گونهچیبودند که ه هاییشامل سلول

 2000 نیپوفکتاملی از استفاده با هاشاهد(. سلول روهبودند )گ

ت ( با توجه به دستورالعمل شرککایآمر شر،ی)شرکت ترموف

طور نامبرده ترانسفکت شدند. به یدهایسازنده، با پلاسم

خانه کشت  6 تیپل هایسلول در خانه 3/0×  106خلاصه،

-75 تراکم به هاسلول کهیساعت )هنگام 24. پس از دیگرد

 نیپوفتکتامیل یحجم ی(، مخلوط حجمدندرسی درصد 50

یلیم 5/2) دیدر هر چاهک( و پلاسم گرمیلیم 5/7) 2000

کشت  طیاز مح µL 300 ییدر هر چاهک( در حجم نها گرم

RPMI بدون آنت(و  کیوتیبیFBSبه سلول )دگردی افزوده ها .

درصد  5با فشار  گرادیسانت ۀدرج 37 یکشت در دما تیپل

CO2   ساعت انکوبه شد و سپس  4به مدتFBS به چاهک

ساعت در  24کشت مجدد به مدت  تیو پل دگردی اضافه ها

 کروگرمیم 600 یکشت حاو طیانکوبه شد. مح طیاهمان شر

 هایسلول یغربالگر یبرا نیسی( نئوما12) تریلیلیدر م

و به مدت  دیشده اضافه گردترانسفکت ریشده از غترانسفکت

ر وکتو یانکوبه شدند. نشانگر انتخاب هاساعت سلول 72

pcDNA3.1نیسینئوما کیوتبیی)+( مقاومت نسبت به آنت 

و  مانندیوکتور زنده م ۀکنندافتیدر هایاست. درواقع، سلول

از  نیسیکه ترانسفکت نشده باشند، در حضور نئوما هاییسلول

 25/0هر گروه با استفاده از  های. سرانجام سلولروندیم نیب

( جدا کایآمر شر،ی)ترموف Trypsin-EDTA میآنز رصدد

 صد کشت شدند.در FBS 10کشت با  طیو در مح دندیگرد

در  یتام سلول cDNA: RNAو سنتز  RNA استخراج

( ماریروه ت)گ بیشده با وکتور نوترکهر دو گروه ترنسفکت

-RNX)گروه کنترل(، با استفاده از محلول  یو وکتور خال

Plus ( بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده رانیکلون، ا نای)س

 تیاز ک ( با استفادهcDNAمکمل ) DNAو  دیاستخراج گرد

رندوم  هایمری( و پرارانیآزما، ا زیتجه کتای) cDNAسنتز 

شن، صحت واکنش ترنسفک دییمنظور تأهگزامر سنتز شد. به

 buforin IIژن  یاختصاص هایمریبا پرا RT-PCRواکنش 

حاصل  PCRسنتزشده صورت گرفت. محصول  cDNA یرو

هد خوا یجفت باز 87 ۀقطع کی Rو  F مریدو پرا تیاز فعال

 بود.

-real time RT روش از: هاژن انیب زانیم یبررس

PCR سلول ماریگروه ت هایژن انیب راتییتغ یابیارز یبرا(

( pcDNA3.1(+)-buforin II دیشده با پلاسمترانسفورم های

شده با وکتور ترانسفورم هایبا گروه کنترل )سلول سهیدر مقا

در  هدشاستفاده یمرهایپرا اتی. جزئدی( استفاده گردیخال

.ذکرشده است 1 ۀجدول شمار

 شدهاستفاده یاختصاص هایمریپرا یتوال  .1 شماره جدول
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Siz 

bp 

Anneling 

Temperatur 

Primer sequence Gene 

183 60 

GAPDH-F: 5’- 

GCCAAAAGGGTCATCATCTCTGC-3’ 

 
GAPDH-R: 5’-

GGTCACGAGTCCTTCCACGATAC-3’ 

GAPDH 

107 60 

EGOT-F: 5’-

AGATGGTGATGGAAACGAGC-3’ 

 

EGOT-R: 5’-

CCTGTTCATAAGCCCTGATG-3’ 

EGOT 

161 60 

LINC00312-F: 5’-

AAGCGAACCAAGCCAATAAG-3’ 

 

LINC00312-R:5’-

AATGAGGAAATGTACCACCC-3’ 

LINC00312 

225 60 

PVT1-F: 5’- 

CCTTGGTGTTCCCCTTTTACTGC -3’ 

 

PVT1-R: 5’- 

AACATGGTGAAACCCCGTCTCTAC -3’ 

PVT1 

66 60 

Bufo-F: 5’- 

ATGACAAGAAGCAGCAGAGCC- 3’ 

 

Bufo-R: 5’- 

CTTTCTCAGCAGTCTGTGCACTC -3’ 

buforin II 

 

استفاده  یعنوان ژن مرجع داخلبه GAPDHژن 

 1:125، 1:25، 1:5 هایالیهر گروه در رقت سر  cDNAشد.

 µL 13هر واکنش یبرا یی. حجم نهادیگرد هیته 1:3125و 

 5/6نانوگرم(،  50نمونه )  cDNAاز هر  µL 1 یبود که حاو

)تاکارا،   SYBR®Premix Ex TaqTM II تیک تریکرولیم

آب مقطر  µL 5/4و  F/R یمرهایهر دو پرا از µL 5/0ژاپن(، 

انجام شدند.  تاییسه تکرار صورتبه هاواکنش ۀاست. هم

 3: دیانجام گرد لیذ ییدما ۀبرنام q-PCRهر واکنش  یبرا

 40 گراد،یسانت ۀدرج 95 یدر دما هیاول ونیدناتوراس قهیدق

یسانت ۀدرج 94 یدر دما ونیدناتوراس هیثان 30چرخه شامل 

یسانت ۀدرج 60 یر دماد مریاتصال پرا یدما هیثان 30 گراد،

. گرادیسانت ۀدرج 72 یدر دما یسازلیطو هیثان 30و  گراد

 گرادیسانت ۀدرج 72دما از  شیذوب با افزا یمنحن ت،یدرنها

( رسم شد. هیدر ثان گرادیسانت ۀدرج 1) گرادیسانت ۀدرج 95به 

افزار ( توسط نرمCTآستانه ) هایژن، چرخه انیب ۀمحاسب یبرا

Rotor-Gene Real-time analysis vol.6 دیرسم گرد .

با   Ct∆∆-2 واکلی روش توسط هاژن انیب ینسب راتییتغ

 (.13شد ) یابیهر ژن هدف و ژن مرجع ارز ۀسیمقا

شده انجام هایآزمون ۀ: همیآمار لیوتحلهیتجز

 یفیصتو یآزمون آمار جیصورت سه بار تکرار بودند و نتابه

 یررسب ی. برادیارائه گرد اریمع انحراف±نیانگیبه شکل م

استفاده  t-testنداشتن ارتباط معنادار از آزمون  ایوجود داشتن 

 رسم GraphPad Prism افزارنرم کمک به هاشد. نمودار

در  اریمع انحراف±نیانگمی صورتبه هاداده ۀو هم دیگرد

 .(14در نظر گرفته شد ) 05/0کمتر از  دارییسطح معن

 پژوهش یهاافتهی

 منظور: بهریمتغ انبی با هاژن ییمربوط به شناسا جینتا

 ۀو توسع شرفتیدر پ لیمهم و دخ هایlncRNA ییشناسا

 هایگاهیازجمله پا یکیوانفورماتیب هایاز ابزار هیسرطان کل

 کیطور که گفته شد، از . هماندیاستفاده گرد نیآنلا ۀداد

 هاژن  differentially expression ینبیشیپ یداده برا گاهیپا

دشدند. نما نییتع هیسرطان کل یهاlncRNAو  دگردی استفاده

 HUGO Gene ۀداد گاهیاز پا lncRNA هر نام و ها

Namenclature Committee  ی. اسامدیاخذ گرد lncRNA

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jim
u.

m
ed

ila
m

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

7-
05

 ]
 

                             6 / 12

https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-8108-en.html


38 

/
 
م
لا
ی
ا
 
ی
ک
ش
ز
پ
 
م
و
ل
ع
 
ه
ا
گ
ش
ن
ا
د
 
ه
ل
ج
م

 
 
د
ا
د
ر
خ

1
4
0
3

 

38 

/
 
م
لا
ی
ا
 
ی
ک
ش
ز
پ
 
م
و
ل
ع
 
ه
ا
گ
ش
ن
ا
د
 
ه
ل
ج
م

 
 
د
ا
د
ر
خ

1
4
0
3

 

  
 

 

شد و  یکپ Cbioportal ۀداد گاهیآمده در پادستبه های

lncRNAنیکه بالاتر هایی Alternation دیکاند ند،را داشت 

 ۀداد گاهیبه پا lncRNAهر  FASTA. فرمت دندیگرد

LncDisease  داده شد وlncRNAیانیب لیپروفا یدارا یها 

 هیدر سرطان کل لیژن دخ 200. تعداد دندیبالاتر انتخاب گرد

با  lncRNAمورد  15 ه،یاول جیشد. بر اساس نتا ییشناسا

، CARMN ،CDKN2Aشامل  5/2 یبالا یانیب لیپروفا

EGOT ،ESRG ،GHRLOS ،LINC00312 ،

LINC00847 ،LINC00852 ،LINC00696 ،

LINC00692 ،LINC00693 ،LINC00606 ،LINC00690 

 انیبعد، از م ۀ. در مرحلدندیانتخاب گرد LRRC2-AS1و 

lncRNAشده انتخاب یهاEGOT  وLINC00312 ریبا مس

 کلششده ارتباط داشتند و انتخاب شدند )آپوپتوز مطالعه های

 in silico ،lncRNA PVT1 ۀمطالع جینتا دییتأ ی(. برا1 ۀشمار

.دیاونکوژن مطالعه گرد lncRNA کیعنوان به

 

 
.داشتند، انتخاب شدند 5/2 یبالا یانیب لیکه پروفا هاییlncRNA. هیدر سرطان کل lncRNAانتخاب   .1 شماره شکل

: بیو ساخت وکتور نوترک نگیکلون ندیفرا دییتأ

توسط شرکت سازنده با استفاده از  هادیصحت سنتز پلاسم

 هایمی)با کمک آنز یمیو هضم آنز DNA یابییتوال

. 2 ۀ)شکل شمار دیگرد دیی( تأNdeI-StuI ۀمحدودکنند

طور که در عکس مشخص است، پس از هضم الف(. همان

 1611وکتور و باند  یحاو یجفت باز 3859دو باند  یمیآنز

 بیصحت سنتز وکتور نوترک buforin IIژن  یجفت باز حاو

 یۀسو  E. coliبه  بینوترک دیکرد. پس از انتقال پلاسم دییرا تأ

TOP10بر هایتوسط کشت کلون دی، صحت ورود پلاسم 

نخست و سپس انجام واکنش  ۀدر مرحل نیلیسیآمپ یرو

PCR  ژن  یاختصاص هایمریبا پراbuforin II شد.  دییتأ

 یاختصاص هایمریبا استفاده از پرا یجفت باز 66حضور باند 

F  وR  ژنbuforin II ل بود )شک دیصحت انتقال پلاسم دیمؤ

.. ب(2 ۀشمار
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 جی، نتاbuforin IIژن  ی)+( حاوpcDNA3.1وکتور  یمی. الف. هضم آنزدیمربوط به صحت سنتز و ترانسفورم پلاسم جینتا  .2 شماره شکل

 دیپلاسم یبر رو PCRب. واکنش  ؛یجفت باز لویک کی DNAجفت باز است. مارکر  1611و باند  یجفت باز 3859باند  یمیحاصل از هضم آنز

 ی. وکتور خالC ۀ؛ شمارpcDNA3.1(+)-buforin IIوکتور  یبر رو buforin II (bp 66)مربوط به ژن  اند. بB ۀشده؛ شماراستخراج بینوترک

 .آزما زیتجه کتایشرکت  یجفت باز 50. مارکر Aو  buforin IIژن  هایمریبا پرا

 هایلولس کسانی طی: در شراپوفکشنیصحت ل دییتأ

ACHN یادهیشدند. گروه اول پلاسم میبه سه گروه تقس 

کردند  افتیرا در pcDNA3.1(+)-buforin II بینوترک

 نمود افتیرا در یخال دی( و گروه دوم پلاسمماری)گروه ت

 چیعنوان گروه شاهد هبه زی)گروه کنترل(. گروه سوم ن

 هاینکرد. مقاومت و زنده ماندن سلول افتیدر یدیپلاسم

 ،نیسینئوما کیوتیبآنتی برابر در هاشده با وکتورترنسفکت

 نیا کند،یم دییشده را تأمقاوم هایسلول در هاحضور وکتور

ا ر یدیپلاسم گونهچیاست که گروه شاهد که ه یدر حال

 نیسینئوما کیوتبیینکرده بودند، پس از افزودن آنت افتیدر

انجام  گر،ید یرفتند. از سو نبی از هاکشت آن طیمحبه 

 buforin IIژن  یاختصاص هایمریبا پرا RT-PCRواکنش 

جفت  66باند  لیسبب تشک شدهپوفکتیل هایسلول یرو

د )شکل ش دییتأ پوفکشنیو صحت واکنش ل دیگرد یباز

(.3 ۀشمار

 

 
منظور به بینوترک هایشده با وکتورترانسفکت ACHN هایسلول cDNAبر  افتهیری. محصولات تکثRT-PCRمحصول   .3 شمارهشکل 

 -ACHNسلول  cDNA یبر رو buforin II (bp 66). باند مربوط به B ۀدرصد؛ شمار 1ژل آگارز  یبر رو buforin IIژن  انیب یابیارز

pcDNA3.1(+)-buforin II  وA  (وی)شرکت اسمو با یزجفت با 50مارکر. 
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 inمطالعات  جنتای اساس بر: هاژن انیب رییتغ جینتا

silico پژوهش، دو  نیدر اlncRNA هایبه نام EGOT  و

LINC00312 انتخاب شدند. علاوه  یمطالعات مولکول یبرا

 in silico جینتا دییتأ یبرا زین lncRNA PVT1 ن،یبر ا

بالا در  هایژن انیکاهش ب ای شی. ارتباط افزادیگرد شیآزما

 real time RT-PCRو کنترل به روش  ماریگروه سلول ت ود

 هایدست آمد. در سلولبه ریز جیشد و نتا یبررس

)گروه  pcDNA3.1(+)-buforin IIشده با وکتور ترنسفکت

 LINC00312و  EGOT یهاlncRNA انیب زانی(، مماریت

گروه کنترل نشان  هایرا نسبت به سلول دارییمعن شیافزا

 هایدر سلول PVT1 انیب گر،ید ی(. از سوP<0.05دادند )

یکنترل، به شکل معن هاینسبت به سلول شدهورزیدست

(. 4 ۀ( )شکل شمارP<0.05داشت ) انینشان از کاهش ب داری

 نیدر ا شدهدیکاند هایlncRNAآن است که  دیمؤ جینتا نیا

ژن  انیو ب دیگرد دییتأ یشگاهیآزما هایمطالعه با آزمون

buforin II موردمطالعه شده است هایژن انیب رییباعث تغ.

 

 
 بیشده با وکتور نوترکدر گروه ترانسفکت انیب ریی. تغACHN ۀشده در ردمطالعه هایlncRNA انیسطح ب ۀسیمقا  .4 شماره شکل

pcDNA3.1(+)-buforin II یبا وکتور خال سهیدر مقا. 

 گیرینتیجه و بحث

جام ان یویسرطان سلول کل ۀمطالعه که دربار نیدر ا

 در آن ری، تأثbuforin II دیپپت انیبود تا با ب نیبر ا یشد، سع

 یسلول سرطان ۀدر رد یانتخاب یهاlncRNA انیب رتغیی

ACHN ن،یآنلا ۀداد هایگاهیگردد. با استفاده از پا یبررس 

lncRNA-انتخاب شدند. از واکنش  ییهاreal time RT-

PCR انیب رییتغ یابیارز یبرا lncRNAدیپپت رتأثی تحت ها 

buforin II ل از حاص جینتا لیوتحلهی. تجزدیاستفاده گرد

 انیدر ب رییتغ ۀدهندنشان real time RT-PCRواکنش 

lncRNAکهیطوراست، به دشدهیکاند های lncRNAهای 

EGOT  وLINC00312 ورزیکه تحت دست هاییدر سلول 

نترل قرار گرفته بودند، نسبت به گروه ک بینوترک توربا وک

 انیب گر،ید یرا نشان دادند. از سو یمحسوس انیب شیافزا

lncRNA PVT1 دست یها-را در سلول دارییکاهش معن

گروه  هایبا سلول سهیدر مقا بیبا وکتور نوترک شدهورزی

 کنترل نشان داد.

آثار  ی، به بررس2015و همکارانش در سال  یل

matrine یسانان یسرطان یهاآپوپتوز در سلول یبر روند القا 

MCF-7 مرتبط با آن پرداختند و  یمولکول یو سازوکارها

 هایسلول ریگرفتند که تکث جهینت ینیپروتئ هاییپس از بررس

MCF-7 دیتوسط پپت یاملاحظهطور قابلبه matrine دمهار ش 

 نهیسرطان س هایآپوپتوز در سلول یسبب القا نیو همچن

MCF-7 که به  شودیمBax  ( 15مرتبط است.) 

 ۀدربار ی، گزارش2022و همکاران در سال  ژو

ه محققان اعلام کردند ک نیارائه دادند. ا یضدسرطان یدهایپپت

موانع  و طیزمحیر ده،یچیپ یکیولوژیزیبه علت ساختار ف
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به  یضدسرطان سنت یداروها یمتعدد، دسترس یکیولوژیزیف

نده به نفوذکن یدهایشدت محدودشده است. پپتمحل تومور به

 توانندمی و اندشده لیتشک نهیآم دیاس 30تا  5از  عمولاا سلول م

از  یدرمان یعبور داروها لیتسه یبرا یعنوان ناقل مولکولبه

طور به دهایحال، پپتده گردند. تابهاستفا یکیولوژیزیموانع ف

درمان ضدسرطان استفاده  هایاز راهبرد یاریگسترده در بس

طان درمان سر یبرا یعال ۀانتخاب بالقو کی عنوانبه و اندشده

 تیها مانند عدم اختصاصآن بیمعا حال،نیباا کنند؛یعمل م

در داخل بدن،  فیضع یداریمدت کوتاه اثر، پا ،یسلول

 ی(، اثربخشییزایمنیمثال اعنوان)به یمشکلات سازگار

 ترشیناخواسته، کاربرد ب هایتیمتابول لیو تشک فیضع یدرمان

 یهامحدود کرده است. سازوکار نها را در درمان سرطاآن

 میو نفوذ مستق توزیعمدتاا شامل اندوس هادیپپت یجذب سلول

برد است. راه زیبرانگبحث اریمسئله بس نیاست؛ اما هنوز ا

 یبا طراح توانیم زیرا ن دیبر پپت یمبتن یدارو لیتحو

دیپپت ینسل بعد ۀتوسع یبرا ییایمیاصلاحات ش ایهوشمندانه 

بهبود  یریپذنشیو گز یداریپا ،یت نفوذ سلولیبا قابل ها

 (.16) دیبخش

اعلام  2023در سال  ایمطالعه یو همکاران ط یلیوک

 یذات یمنیاه ااز دستگ یبخش یکروبیضدم یدهایکردند که پپت

 ۀمختلف هستند. علاوه بر مطالعات گسترده دربار هایگونه

 ییایضدباکتر هایکیوتبییعنوان آنتها بهآن یکاربرد احتمال

 بودهب یبرا نیهمچن یکروبیضدم یدهایپپت ،یو ضدقارچ

حت ت یمنیدستگاه ا ۀکنندلیو تعد یزخم، آثار ضدالتهاب

 یدهایپپت یایعملکرد و مزا ن،یهستند. علاوه بر ا یبررس

یبایعوامل ضدسرطان ارز دیو تول یدر طراح یکروبیضدم

 یعیطب یروبکیضدم یدهایپپت ریامر، تأث نیاست. همسو با ا شده

 یعیطب یاهسلول یسلول تیها بر سمآن یمشتقات مصنوع ای

 یدهایاز پپت یبرخ نیاست؛ همچن دهیگرد دییتأ یو سرطان

 ۀفوذکنندن یدهایعنوان پپتها( بهمشتقات آن ای) یکروبیضدم

هدف قرار دادن  یها را براکه آن کنندیسلول خاص عمل م

سلول یحامل دارو به سو کی ای کیتوتوکسیبخش س کی

 (.17) کندیمناسب م یسرطان های

را در  buforin II دیپپت نایب ریمطالعه، تأث نیدر ا زین ما

و  میکرد یبررس ACHN یسلول ۀرد هایlncRNA انیب رییتغ

 در هاlncRNA دی. پس از کاندمیافتیدست  یمشابه جیبه نتا

 دیانجام شد. ما پلاسم یشگاهیمطالعات آزما ه،کلی سرطان

( ماریت روهعنوان گ)به pcDNA3.1(+)-buforin II بینوترک

عنوان گروه )+( )بهpcDNA3.1 یخال دیپلاسم نیو همچن

. پس از میترنسفکت کرد ACHN یسلول ۀکنترل( را در رد

 انیب رتغیی ها،سلول یاز واکنش ترنسفکشن و غربالگر نانیاطم

lncRNAمورد، پارکر و  نیشد. همسو با ا دییو تأ بررسی ها

انجام دادند. در  buforin IIb دیپپت یرا رو ایهمکاران مطالعه

د و ض ینفوذ سلول ،یسلول یریگپژوهش، آثار هدف نیا

کمک به هدف قرار دادن دوز  یبرا buforin IIb ریتکث

تفاده اس یسرطان یهاداروها به سلول ریسا کیتوتوکسیس

 ریمطلب بود که تأث نیا ۀدهندنشان جی. نتادیگرد

 روهتخمدان در گ یسرطان هایدر سلول کیتوتوکسیس

(. 18از گروه کنترل بود ) شتریب buforin IIb ۀکننداستفاده

 رییاز تغ یحاک زیحاضر ن ۀمطالع جینتا ن،یشیهمسو با مطالعات پ

 lncRNAاست. ازآنجاکه  شدهییشناسا هایlncRNA انیب

PVT1 است و  دهیگرد ییانکوژن شناسا کیعنوان به

 کی عنوانبه تواندیم PVT1 که اندمطالعات عنوان کرده

(، 19عمل کند ) RCC مارانیب ینبیشیپ یبرا یستیز نشانگر

 تواندیم buforin II دیپپت ریآن تحت تأث انیکاهش ب

در سلول  یآپوپتوز سلول هایریفعال شدن مس ۀدهندنشان

ACHN .تحت مطالعه باشد 

 نیو همچن یآمار لیوتحلهیتجز جیتوجه به نتا با

اعلام  نیچن توانیم یکشت سلول یکروسکوپیمشاهدات م

رون د پوفکشن،یل ندیپس از انجام فرا buforin IIکرد که ژن 

lncRNA انیسلول و ب یشده و رو انیب یسرطان هایسلول

 نیا یآمار جیگذاشته است. بر اساس نتا ریمنتخب تأث های

سبب  هیسرطان کل یهادر سلول buforin IIژن  انیپژوهش، ب

و  PVT1 ،EGOT هایlncRNAدر  دارییمعن انیب رییتغ

LINC00312 مطلب را عنوان کرد که  نیا توانیو م شودیم

آپوپتوز  هایریو فعال شدن مس یسلول سرطان یرهایمس رییبه تغ

 دیمطالعه، پپت نیا جی. بر اساس نتاگرددیمنجر م یسلول

buforin II ۀرد هایرا در سلول یممکن است آپوپتوز سلول 
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 .فعال کند( ACHN) هیکل یسرطان

 یگزارسپاس

 کید ژنتارش یکارشناس ۀنامانیمقاله برگرفته از پا نیا

واحد شهرکرد است.  یمصوب دانشگاه آزاد اسلام یمولکول

 ینولوژوتکیب قاتیاز همکاران محترم مرکز تحق لهیوسنیبد

یم یتشکر و قدردان مانهیشهرکرد صم یدانشگاه آزاد اسلام

د واح یاخلاق دانشگاه آزاد اسلام ۀتیپروژه در کم نی. اشود

 بیتصو IR.IAU.SHK.REC.1402.014 ۀشهرکرد با شناس

 یسرطان یسلول ۀرد ۀمراحل مطالعه دربار ۀو هم دهیگرد

 .شده استانجام

 تعارض منافع 

 .داردتعارض ن سندگانیمطالعه با منافع نو نیا جینتا

 کد اخلاق

IR.IAU.SHK.REC.1402.014. 
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