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 .باشــدیم رانیــشــمال غــرب ا ریــاز جهــان نظ یدر نقاط خاص یمیبدخ نیعتریعنوان شاسرطان معده به :زمینه و هدف

miRNA  ،هاRNAمطالعــه  نیــ. هــدف اباشــندیم دیــنوکلئوت 19-23با حدود  ايرشته تک و کوچک کنندهکد ریغ هاي

 یســرطان معــده (رده ســلول در یچرخــه ســلول راتییو تغ یسلول يبر بقا microRNA-1266-5pسرکوب  ریتاث یبررس

AGS.بود (  

گاه علــوم دانش یملکول -یسلول قاتیدر مرکز تحق 1396تا آذر  نیاز فرورد یپژوهش-یمطالعه تجرب نیا :روش بررسی

کشــت  کیــوتیبیآنت %1سرم و  %10 يحاو RPMI-1640کشت  طیدر مح AGS یانجام گرفت. رده سلول لیاردب یپزشک

عنوان بــه ییبــه تنهــا HiPerFect reagentو  miR-1266-5p mimic ،miR-1266-5p inhibitor توســط هاداده شد. ســلول

 TaqMan qRT-PCR کیــشــده بــا تکن مــاریکنترل و ت هايدر سلول miR-1266-5p انیب زانیشدند. م ماریت ،یکنترل منف

  .دندیدگر یبررس يتومتریو فلوسا MTT کیتوسط تکن بیترتبه یچرخه سلول راتییو تغ یسلول يشد. بقا يرگیاندازه

 مــاریت يهاو در ســلول شیافزا چشمگیريطور به Mimicشده با  ماریت يهادر سلول miR-1266-5p انیب زانیم ها:یافته

 شــود،یم AGS يهاســلول يباعــث کــاهش بقــا miR-1266-5p انیــب شی). افــزاP=0( ابدییکاهش م Inhibitor شده با

 شیزاباعــث افــ miR-1266-5p انیــب شیافزا نیهمچن). P=0( دهدیم شیها را افزاسلول يآن بقا انیکه کاهش بیدرحال

 شیباعــث افــزا miR-1266-5p انیــحــال کــاهش بنیبــا ا ).P=0( شــودیم S فاز در هاو کاهش سلول G1 فاز در هاللو

  ).P=001/0( شودیم G2/M فاز در هاسلول ییجز

عنوان سرکوب را متوقف کند و به یرا کاهش دهد و چرخه سلول یسلول يبقا تواندیم miR-1266-5pگیري: نتیجه

  .دهدیاهش مکو آپوپتوز را  شیرا افزا یسلول يکه مهار آن بقادرحالی ،کندعمل  AGS هايکننده تومور در سلول

  .1266میکروآرنا  ،سلول، سرطان معده يبقا ی،چرخه سلول :لیديک لماتک

 

  
ها نقش مهمی در تنظیم miRNAثابت شده است که  تازگیبه

کنترل تکثیر سلولی و آپوپتوز  ویژهبهمسیرهاي متابولیکی و سلولی 

ها نقش miRNAت متعدد نشان داده است که همچنین مطالعا 1.دارند

  ومور یا انکوژن در سرطان معده ایفا ـده تـکننوبـعنوان سرکمهمی به

  

کوچک و تک  يهاي غیر کدکنندهRNAها، MicroRNA 2.کنندمی

ها با اتصال به RNAباشند. این نوکلئوتید می 19- 23اي با حدود رشته

هاي بیان ژن کنندهتنظیمعنوان هاي هدف به mRNAدر  UTR´3نواحی

کنند. همچنین در تکثیر، تمایز و در سطح پس از رونویسی عمل می

 mRNAکه منجر به مهار ترجمه یا تجزیه  سلولی نقش دارند يبقا

              از  1993در سال  4Linنام به microRNAاولین  4و3.شوندمی

  مقدمه
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C. elegans هفت سال دومین  پس از شناسایی شد وmiRNA  و

سنتز  6و5.کشف شد 7letنام ي پستانداران بهmiRNAاولین 

microRNAاین صورت که ابتدا شود. بهها در چند مرحله انجام می

از نواحی اینترژنیک به  IIپلیمراز  RNAوسیله در هسته سلول به

 kb 3-1ي اولیه با طول miRNAاینتراژنیک رونویسی شده و به 

و  Droshaوسیله آنزیم هیه در هسته بهاي اولmiRNAشوند. تبدیل می

-Stemبه ساختارهاي  (Pasha)اي ي دو رشتهRNAین متصل به یپروت

loop  نام نوکلئوتید به 70- 100با حدودpre-miRNA ها شکسته

از هسته به  Exportin-5ها توسط miRNA-preسپس  8و7.شوندمی

هاي بالغ miRNAبه  Dicerوسیله آنزیم یابند و بهسیتوپلاسم انتقال می

 پس 10و9.شوندنوکلئوتید تبدیل می 18- 24اي با طول حدود دو رشته

به  RISCها تحت تاثیر کمپلکس از جداسازي دو رشته، یکی از رشته

شود و رشته دیگر ممکن است ي بالغ تبدیل میmiRNAلکول وم

و  miRNAتجزیه شود یا یک نقش عملکردي در تنظیم همئوستاز 

مطالعه پیشین بر  12و11.دست داشته باشدمی پایینهمچنین اثر تنظی

هاي ها در ردهmiRNAهاي دخیل در بلوغ روي سطوح بیان ژن

افزایش سطح بیان  يدهندههاي دستگاه گوارش نشانسلولی سرطان

) AGSدر رده سلولی مورد مطالعه در بررسی حاضر (رده سلولی 

، SGC-7901 هاياي بر روي سلولدر مطالعه miR-1266 13.بود

گزارش شده است که تکثیر  hTERTکننده ژن عنوان سرکوببه

همچنین سطح سرمی  14.کندسلولی و چرخه سلولی را متوقف می

miR-1266 سالم  افراد با مقایسه در بیماران پسوریازیس پوست در

براین، سطح بالاي افزون 15.است یافته افزایش توجهی قابل طوربه

miR-1266 مثبت،  استروژنی گیرنده ن سرطان پستان واجددر بیمارا

آگهی مهم براي بروز یا عود متاستاز گزارش شده عنوان پیشبه

microRNA-1266-هدف این مطالعه بررسی تاثیر سرکوب  16.است

5p رده( معده سرطان در سلولی چرخه تغییرات و سلولی يبقا بر 

  .بود )AGS سلولی

  
پژوهشی از فروردین تا آذر ماه -العه حاضر به صورت تجربیمط

لکولی دانشگاه علوم وم -در مرکز تحقیقات سلولی 1396سال 

 ,AGS (NCBI Code: C131پزشکی اردبیل انجام گرفت. رده سلولی

Gastric epithelial cell line)   مورد استفاده در این مطالعه از انسیتو

 RPMI-1640ها در محیط کشت پاستور تهران تهیه شد. سلول

(Gibco, Life Technologies, Inc., New York, USA) حاوي          

10% Fetal bovine serum (FBS) 10% (Gibco, Life Technologies, 

Inc., New York, USA)  استرپتومایسین -سیلینبیوتیک پنیآنتی %1و

نگهداري  2COو  Cº 37کشت داده و در انکوباتور تحت شرایط 

ها و شدند. در صورت استفاده شدن مواد مغذي محیط توسط سلول

سطح  %80 کهتغییر رنگ آن، تعویض محیط صورت پذیرفت. زمانی

ها پاساژ به پلیت چند از ها پسها پر شد، سلولفلاسک توسط سلول

طور کامل خارج منتقل شدند. براي این کار محیط کشت فلاسک به

 cm 25 µl 1000 بــه هــر فلاسکداده شد. شستشو  PBSشده و با 

دقیقه در داخل  سهضافه شده و بـه مدت ا x1 ددرص 25/0تریپسین 

 Institute of)ها با پیپت سپس سلولشد. انکوبـاتور قرار داده 

Pasture, Tehran, Iran) ک خارج شده و به یک سبـه آرامـی از فلا

 دقیقه در دور 10 مدته با هسلول. لوله فالکون استریل منتقل شدند

rpm 1800  خارج به طور کامل سانتریفیوژ شدند. سپس محلول رویی

از  پسمحیط کشت اضافه شد.  ml 1 رسوب سلولیبر روي شـده و 

ها توسط لام نئوبار و رنگ تهیه سوسپانسیون سلولی تعداد سلول

تعداد حدود  MTTتریپان بلو شمارش گردید و براي انجام تست 

اي و همچنین براي انجام خانه 96ول به هر چاهک پلیت سل 104×1

اي خانه 6سلول به هر چاهک  104×52فلوسایتومتري حدود  تست

بیوتیک کشت آنتی %1و  FBS %10در محیط کشت کامل حاوي 

  داده شد.

  
  miR-16و  miR-1266-5p: توالی پرایمرهاي 1جدول 

miR-1266-5p-Stem loop GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGCCCT 
miR-1266-5p- F CACGCACCTCAGGGCTGTAGA 
miR-1266-5p-Probe FAM-TGGATACGACAGCCCTGTTC-TAMRA 
miR-16- Stem loop GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGCCAA 
miR-16-F CGCGCTAGCAGCACGTAAAT 
miR-16- Probe FAM-ATACGACCGCCAATAT-TAMRA 
Universal reverse CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA 

  بررسیروش 
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 miR-1266-5p (Cat # MIN0005920) اولیگونوکلئوتیدهاي

mimic  وmiR-1266-5p inhibitor (Cat # MSY0005920)  از

)Qiagen, Hilden, Germany(  پروتکل آماده  بر اساستهیه شد و

 # HiPerFect transfection reagent (Catگردید و با استفاده از

301705, Qiagen, Hilden, Germany) هاي ولبه سلAGS  انتقال داده

نانومولار  50و  mimicنانومولار  5صورت که ابتدا شدند. به این 

Inhibitor  با محیطOPTIMEM (Gibco, Life Technologies, Inc., 

New York, USA)  رقیق شد و سپس حجم مناسبHiperFect 

reagent منظور تشکیل کمپلکس اضافه شد. بهMimic  وInhibitor  با

HiPerFect reagent دقیقه در دماي اتاق نگهداري  15، مخلوط براي

ها اضافه شده و در انکوباتور تحت شد. سپس به آرامی بر روي سلول

به  AGSهاي نگهداري شد. همچین سلول 2COو  Cº 37شرایط 

از  پسعنوان کنترل منفی تیمار شدند. به HiPerFect reagentتنهایی با 

و  FBSحاوي  RPMI-1640تیمار محیط ساعت از زمان  ششگذشت 

ها در تا زمان انجام تستها اضافه شد و بیوتیک بر روي سلولآنتی

نگهداري شد و در صورت  2COو  ºC 37انکوباتور تحت شرایط 

 ها تعویض گردید. لزوم محیط سلول

هاي کنترل و تیمار شده با در سلول miR-1266-5pمیزان بیان 

Mimic  وInhibitor  استفاده از تکنیک باTaqMan qRT-PCR 

 TRIZOLتوسط  RNAگیري شد. به این صورت که ابتدا اندازه

(Invitrogen, USA) پروتکل استخراج و با استفاده از  بر اساسViva 

2-steps RT-PCR kit (Vivantis, Malaysia)  و پرایمر اختصاصی

 cDNA) به miRNAبراي افزایش طول و اختصاصیت  (طراحی شده

پرایمر  µl 2 به مخلوطی از RNAاز  µg8تبدیل شد. به این منظور 

STEM-Loop طور اختصاصی براي هر (طراحی شده بهmiRNA ،(1 

، M-MuLVآنزیم  x10 ،µl 5/0بافر  dNTPs mix، µl 2میکرولیتر 

رسانده شد و در  µl 20 اضافه شده و با آب عاري از نوکلئاز به حجم

 Thermal cycler (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)دستگاه 

با استفاده از پرایمرهاي طراحی شده زیر و  cDNAسپس  .قرار گرفت

تحت واکنش  95ºC-10′, 95ºC-15′′, 60ºC-1′, 72ºC-5′برنامه 

TaqMan qRT-PCR  2قرار گرفت (جدول .(  

عنوان کنترل داخلی استفاده شد و بیان به miR-16در این واکنش 

و  Mimicهاي کنترل و تیمار شده با در نمونه miR-1266-5pنسبی 

Inhibitor  2با استفاده از رابطه–ΔΔct .ها حداقل تست محاسبه گردید

 ,SPSS softwareها توسط بار تکرار شدند. آنالیز داده سهبراي 

version 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) آماري و با تست 

One-way ANOVA  یاStudent's t-test تمامی. تجزیه و تحلیل شدند 

 هیارا معیارانحراف ±کمی در این پـژوهش به شکل میانگین هايداده

در نظر  05/0 کوچکتر از هادار در مقایسه بین گروهاسطح معن و شد

  گرفته شد. 

  

  
هاي کنترل و تیمار شده با در سلول miR-1266-5pمیزان بیان 

Mimic  وInhibitor  وسیله از انتقال به پسساعت  48و 24، 12در

 LightCycler 96 (Rocheدستدر  Real-time PCR TaqManتکنیک 

Applied Science, Mannheim, Germany) گیري شد. نتایج ندازها

تیمار  AGSهاي در سلول miR-1266-5pنشان دادند که میزان بیان 

یابد، هاي کنترل افزایش میدر مقایسه با سلول Mimicشده با 

یابد و کاهش می Inhibitorهاي تیمار شده با که در سلولدرحالی

  ).=0Pباشد (میاز انتقال  پسساعت  48بیشترین تاثیر در 

هاي مختلف در زمان miR-1266-5pبررسی فعالیت بیولوژیکی 

 AGSهاي از تیمار بر روي رشد سلول پس) 48، و 36، 24، 12(

 Mimicهاي تیمار شده با نشان داد که سلول MTTک توسط تکنی

که حالی). در=0Pکنند (تر رشد میهاي کنترل آهستهنسبت به سلول

نسبت به سلوهاي کنترل سریعتر  Inhibitorهاي تیمار شده با سلول

  ). =0Pکنند (رشد می

درصد زیستایی افزایش  Mimicاز تیمار با  پسساعت  12در 

 يها نداشت و کاهش بقاسلول يیري بر کاهش بقاتاث Mimicیافت و 

دهد و بیشترین میزان کاهش بقا ساعت به بعد رخ می 24ها از سلول

 miR-1266-5pتاثیر  .)=0P(باشد از تیمار می پسساعت  48در 

mimic  وmiR-1266-5p inhibitor  بر روي تغییرات چرخه سلولی

از تیمار،  پسساعت  48 نشان داد که در فلوسایتومتري بوسیله تکنیک

در  Mimicهاي تیمار شده با در سلول G1ها در فاز میزان سلول

 Sداري افزایش یافته و در فاز اطور معنهاي کنترل بهمقایسه با سلول

ها در فاز مشاهده شد که میزان سلول . همچنین)=0P(یابد میکاهش 

G2/M هاي تیمار شده با در سلولInhibitor  با کنترل در مقایسه

  ).=001/0P( یابدی افزایش مییطور جزبه

  هایافته
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 48و  24، 12در  microRNA-1266-5p: توزیع میانگین تغییرات بیان 1جدول 

  از تیمار با تقلید کننده و مهارکننده این میکروآرنا  پسساعت 

  میزان بیان نسبی هاگروه

 1)9/0±1/1( کنترل

از  پس microRNA-1266-5pتیمار با 

  ساعت 12

)9/13307±2/11585(7/12416 

از  پس microRNA-1266-5pتیمار با 

 ساعت 24

)9/19755±9/17928(2/18820 

از  پس microRNA-1266-5pتیمار با 

 ساعت 48

)8/35119±4/23170(2/28526 

 microRNA-1266-5pتیمار با مهارکننده 

 ساعت 12از  پس

)3/1±5/0(8/0 

 microRNA-1266-5pتیمار با مهارکننده 

 ساعت 24از  پس

)9/0±5/0(7/0 

 microRNA-1266-5pتیمار با مهارکننده 

 ساعت 48از  پس

)54/0±52/0(5/0 

  

و مهارکننده آن بر روي  microRNA-1266-5p: توزیع میانگین تاثیر 2جدول 

   AGSهاي سلول يبقا

 هاگروه معیارانحراف ±میانگین

 کنترل  0±100

 ساعت 12از  پس microRNA-1266-5pتیمار با   4/5±3/127

 ساعت 24از  پس microRNA-1266-5pتیمار با   3/1±1/77

 ساعت 36از  پس microRNA-1266-5pتیمار با   09/3±3/78

 ساعت 48از  پس microRNA-1266-5pتیمار با   43/0±8/54

از  پس microRNA-1266-5pتیمار با مهارکننده   7/10±7/97

 ساعت 12

از  پس microRNA-1266-5pرکننده تیمار با مها  8/7±2/90

 ساعت 24

از  پس microRNA-1266-5pتیمار با مهارکننده   8/0±8/110

 ساعت 36

از  پس microRNA-1266-5pتیمار با مهارکننده   4/4±8/132

 ساعت 48

   AGSرات چرخه سلولی در رده سلولی از تیمار بر روي تغیی پسساعت  48و مهارکننده آن در  microRNA-1266-5p: توزیع میانگین تاثیر 3جدول 

  G2/Mها در فاز تعداد سلول  Sها در فاز تعداد سلول  G1ها در فاز تعداد سلول  میزان آپوپتوز  هاگروه

  3/25±3/0 9/45±8/5 6/28±5/0  5/1±2/0  کنترل

 microRNA-1266-5p  2/0±9/16  5/0±6/41 4/0±4/21 1/0±1/20تیمار با 

-microRNA-1266تیمار با مهارکننده 

5p  

3/0±75/4  2/0±7/43 2/0±3/24 2/0±25/27 

  

  
  

و  Mimic با استفاده از miR-1266-5pدر مطالعه حاضر اثر 

Inhibitor  اینmiRNA سلولی و تغییرات  يبقا میزان بیان، بر روي

نشان دادند . نتایج گردیدبررسی  AGSهاي چرخه سلولی در سلول

تیمار شده با  AGSهاي در سلول miR-1266-5pمیزان بیان  که

Mimic هاي که در سلولیابد، درحالیافزایش می چشمگیريطور به

که  یابد. همچنین نتایج نشان دادندکاهش می Inhibitorتیمار شده با 

 48در  Mimic  miR-1266-5pهاي تیمار شده توسطسلول يبقا

و تیمار شده با  هاي کنترلولنسبت به سلاز تیمار  پسساعت 

Inhibitor هاي این نتایج با یافته یابد.کاهش می داريار معنطوبه

هاي رشد سلول miR-1266و همکارانش که نشان دادند  Chenمطالعه 

7901-SGC هاي که سلولدرحالی 17کند، مشابهت دارد.را متوقف می

هاي کنترل لولنسبت به س miR-1266-5p Inhibitor تیمار شده توسط

  دارند.  يرشد سریعتر

باعث مهار  miR-1266-5p بیان دهد که افزایشاین نتایج نشان می

 miRNAاثر این  miR-1266-5pمهار . شودمی AGSهاي تکثیر سلول

باعث افزایش کند و می معکوس AGSهاي بر روي رشد سلولرا 

 يبقاروي را بر  miR-1266-5pو اثر مهاري  شودها میتکثیر سلول

همچنین نشان داده شد که نتایج وابسته  کند.ثابت می AGSهاي سلول

 پسساعت  48 باشد. نتایج فلوسایتومتري نشان داد که دربه زمان می

-Mimic  miRباهاي تیمار شده ها در سلولسلول میزان یماراز ت

  بحث
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1266-5p هاي کنترل در فاز نسبت به سلولG1  افزایش و در فازS 

ها به و باعث توقف چرخه سلولی و مانع ورود سلول یابدیکاهش م

ها دهد. این یافتهشود و همچنین میزان آپوپتوز را افزایش میمی Sفاز 

در  miR-1266و همکارانش که نشان دادند  Chenنیز با مطالعه 

شود، همخوانی باعث توقف چرخه سلولی می SGC-7901هاي سلول

هاي تیمار ها در سلولسلول که تعدادهمچنین مشاهده شد  14دارد.

هاي کنترل در فاز نسبت به سلول miR-1266-5p Inhibitor باشده 

G2/M هاي این مطالعه نشان داد یافته .یابدافزایش می ییطور جزبه

سلولی و توقف  يباعث کاهش بقا miR-1266-5pکه افزایش بیان 

که شود، درحالیمی AGSهاي چرخه سلولی و افزایش آپوپتوز سلول

شود و ها میسلول يباعث افزایش بقا miR-1266-5pمهار بیان 

  .آپوپتوز کمتري دارد

 1445 حاصل طرح تحقیقاتی به شمارهاین مقاله  اري:زسپاسگ

و بخشی از  1396اردبیل در سال  مصوب دانشگاه علوم پزشکی

 بیوشیمی بالینی تحت عنوان نامه دانشجوي کارشناسی ارشدپایان

و فعالیت  hTERTبر بیان ژن  miR-1266-5pتاثیر سرکوب بیان "

کمیته که با حمایت باشد می "هاي سرطانیتلومرازي در سلول

  .اجرا شده استتحقیقات دانشجویی دانشگاه علوم پزشکی اردبیل 
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Background: Gastric cancer is among the most common malignancies in certain parts 

of the world, such as northwest Iran. miRNAs are small and single-stranded noncoding 

RNAs with about 19-23 nucleotides. Several studies have shown that miRNAs play 

important roles in gastric tumorigenesis. The aim of this study was to determine the 

effect of miRNA-1266-5p repression on the cell survival and alterations of the cell 

cycle in gastric cancer cell line of AGS (NCBI Code: C131, Gastric epithelial cell line). 

Methods: This experimental study was performed from April to December 2017 in 

Cellular-Molecular Research Center of Ardabil University of Medical Sciences, Iran. In this 

study, AGS cells were cultured in RPMI-1640 medium containing 10% serum and 1% 

antibiotic. The cells were transfected with miR-1266-5p mimic, miR-1266-5p inhibitor and 

HiPerFect reagent alone as negative control. The miR-1266-5p expression and transfection 

efficiency were analyzed by Stem-loop TaqMan qRT-PCR. The cell proliferation and cell 

cycle alterations were determined using MTT calorimetric assay and flow cytometry, 

respectively. The results were analyzed using SPSS 19.0 statistics software (SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA) and presented as the means±standard deviation (SD). 

Results: miR-1266-5p expression was increased in AGS cells transfected with miR-

1266-5p mimic compared to control cells (P=0), while miR-1266-5p expression was 

decreased in transfected cells with the inhibitor compared to controls (P=0). Among 

different time points, the most effects of miR-1266-5p mimic and inhibitor were 

noticed after 48 hours of transfection. The upregulated miR-1266-5p significantly 

decreased cell growth, in contrast, inhibitor promoted cell proliferation (P=0). In 

addition, miR-1266-5p upregulation induced cell cycle arrest at the transition of G1 to S 

phase and led to G0/G1 entry (P=0), while of miR-1266-5p led to G2/M entry 

(P=0.001). 

Conclusion: According to the results obtained from this study, miR-1266-5p can 

reduce cell survival and induce cell cycle arrest and act as a tumor suppressor in AGS 

cells. While its inhibition can increase cell survival and reduce apoptosis. 

 

Keywords: cell cycle, cell survival, gastric cancer, miRNA-1266. 
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