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 مقاله پژوهشي

 

 ركتوم و ولونهاي آدنوماي كدر پوليپ A-VEGFمقايسه بيان ژن 

 1فلورا فروزش، 2*احسان ناظم الحسینی مجرد، 1زهرا پزشکیان
 .ایران -تهران -دانشگاه آزاد اسلامی -واحد علوم پزشکی تهران -گروه ژنتیک -1
 ن.ایرا -تهران -دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی -های گوارش و کبدپژوهشکده بیماری -های گوارش و کبدمرکز تحقیقات بیماری -2

 10/2/1397، تاریخ پذیرش: 30/8/1396تاریخ دریافت: 

 چکیده
املي عنوان عتواند بهدر رگزايي نقش دارند مي که هاييشود. بررسي میزان بیان ژنهاي آدنوما منشأ گرفته ميسرطان روده بزرگ اغلب از پولیپ: مقدمه

 رکتوم و هاي آدنوماي کولوندر پولیپ VEGF-Aاز اين مطالعه مقايسه بیان ژن باشد. هدف  پولیپ به سمت بدخیمي براي تشخیص مولکولي سیرپیشرفت
 باشد.و ارتباط آن با بروز بدخیمي مي

افراد سالم از بیمارستان طالقاني تهران  طبیعينمونه  20نمونه از بیوپسي بیماران داراي پولیپ آدنوماي روده بزرگ و  50در اين مطالعه : هاروش و مواد
 Realها صورت گرفت. بررسي میزان بیان با استفاده از روشسازي نمونه cDNAو  RNAآوري گرديد. استخراج اطلاعات بالیني بیمار ان جمع تهیه شد.

time PCR 7500سنجي مطلق توسط دستگاه و کمیتABI سنجیده شد. از روش (ct∆∆- 2) ها با جهت بررسي تغییرات بیان ژن بهره گرفته شد. يافته
 .تجزيه و تحلیل گرديد Prismافزار آماري ده از نرماستفا

هاي ( و در پولیپP>05/0يافته بود اما داراي تفاوت معنادار نبود) به گروه کنترل افزايشهاي آدنوما نسبتدر پولیپ VEGF-Aمیزان بیان ژن : نتایج
 (.P>05/0عنادار نبود )آدنوماي ناحیه کولون بالاتر از رکتوم بوده اما اين تفاوت از لحاظ آماري م

بسیار نزديك به معنادار بودن( مشاهده شد. از آنجايي  Pمقدار ها )در نمونه VEGF-Aدر میزان در مطالعه حاضر افزايش محسوس بیان ژن  :گیرینتیجه
ها ممکن است نقش مهمي در ع پولیپدر اين نو VEGF-Aهاي آدنوما پتانسیل بدخیمي بیشتري براي ايجاد بدخیمي دارند و افزايش بیان ژن که پولیپ

 مؤثر باشد. VEGF-Aتواند در میزان بیان ژن هاي آدنوما ميايجاد اين روند داشته باشد. همچنین محل قرارگیري پولیپ

 .، کولون، رکتومVEGF-Aپولیپ آدنوما، سرطان روده، بیان ژن،  های کلیدی:واژه
 ،02122432518 تلفن: ،هاي گوارش و کبد، دانشگاه علوم پزشکي شهید بهشتيارش و کبد، پژوهشکده بیماريهاي گوز تحقیقات بیماريمرکمسئول:  نویسنده*

 Email: ehsanmojarad@gmail.com ،02122432517 نمابر:

. مجله مهای آدنومای کولونورکتودر پولیپ VEGF-Aمقایسه بیان ژن  .پزشکیان زهرا، ناظم الحسینی مجرد احسان، فروزش فلوراارجاع: 

 .70-65:(1)13؛1397دانش و تندرستی 

 

  



 1397 بهار، 1، شماره 13دوره              مجله دانش و تندرستی

66 

 مقدمه
باشد که علت مر  و یم یدر سطح جهان ریمشکل فراگ کیسرطان 

عامل مر  و  نینفر است. سرطان روده بزر  سوم 8نفر از هر  1 ریم
از  یناش یهاریاز مر  و م %10در زنان و مردان است و حدود  ریم

 یداخل یهاان روده بزر  از بافتسرط (.1-3) شودیسرطان را شامل م
 دنام دار پیآن پول یهاشود و رشد بافت یشروع م مرکتو ایکولون و 

 و آدنوماتوز ی، التهاب کیپرپلاستیشامل ها یروده ا یهاپیپول ).4(
از  %67تر بوده و حدود عیها شاتینوع آدنوما در جمع )6و  5 (باشدمی
 یدارا نیو همچن )8و  7 (گرددرا شامل می یاروده یهاپیپول یهمه
 یهاپیباشد. پولبزر  می رودهسرطان  جادیا یبرا یشتریخطر ب

 و لوسیبه سه دسته توبولار و یشناسآدنوماتوز براساس تظاهرات بافت
آدنوما  یهاپیانواع پول یشوند. همهمی یبندمیتقس لوسیو -توبولو

باشد می یاار غدهنوع ساخت کیرا که  یپلاز سیاز د یدرجات متفاوت
 نیب یهاتواند به ساختارشکل می یاساختار غده نیرا دارا هستند. ا

 ترشیب لوسینوع و یآدنوما یهاپیوارد کند و در پول بیآس یسلول
 راتییو تغ APC جهش در ژن یکیژنت ریمس ).9 (مشاهده شده

 شونده ریکثت ومیتلیبه اپ طبیعی ومیتلیاپ لیباعث تبد DNA ونیلاسیمت
در  آدنوما جهش لهگردد. در مرحشونده به آدنوما می ریتکث ومیتلیو از اپ
آدنوما  یتوال جادیا تیگردد و در نهامی جادیا KRAS و  BRAFیهاژن
 یتوال جادیا )11و  10 (همراه است P53 با جهش در ژن نوماکارسی–

ش مانند جه یکیژنت راتییمتاستاز با تغ دهیو سپس پد نوماکارسی–آدنوما 
 . )12 (دهدرخ می یمیتنظ یهاحذف ژن ای
 یبر رو یریرشد به طرز چشمگ عواملکه  استطور ثابت شده  نیا
 ریثأت یدرمان یهاپاسخ نیمثل سرطان و همچن یماریب شرفتیپ ریس
 VEGF شودمی ییزارشد که باعث ر  عواملاز جمله  (.13) گذارندمی

 لویک 45 یزن مولکولبا و مریهمودا نیپروتئ کی  VEGF(.14) است
 نیشده است که مهمتر شاهدهطور م نیدر مطالعات ا( 15) دالتون است

 باشد که به اختصار به آنمی  VEGF،VEGF-A از خانواده زوفورمیا

VEGF از حد خود اثرات ر  شیب انیشود و قادر است با بگفته می
مال خود اع VEGF-A (.17و  16) ها القا کندرا در بافت یقدرتمند ییزا
که بر  2VEGF-Rو  1VEGF-Rی نازیک نیروزیت رندهیتوسط دو گ را

 (.18) کندها قرار دارند اعمال میر  الیاندوتل یهاروی سلول
سرطان  یهاپیدر پول VEGF-Aانجام شده ژن  قاتیتوجه به تحقبا

که سرطان روده  ییاز آنجا ( و13) دارد یقابل توجه انیروده بزر  ب
است و احتمال  نوماکارسی–آدنوما  یگرفته از توال أبزر  اغلب منش

و  باشدمی شتریب زیشدن ن یآدنوما به سمت سرطان یهاپیپول شرفتیپ
 یهاپیپول ها مخصوصاًپیدر پول وژنزیدر مورد آنژ یاندک اریمطالعات بس
طالعه م، هستند صورت گرفته است یمیبدخ لیپتانس یآدنوما که دارا

 VEGF-Aآدنوما مانند  پیپول یمیو بدخ ییازدر ر  لیدخ یهاژن
و در  یمیبه سمت بدخ پیپول شرفتیدر مورد پ یتواند اطلاعات مهممی
مطالعه  نیهدف از ا نیبنابرا. شدن آن را نشان دهد یسرطان تینها
و کولون و رکتوم  یآدنوما یهاپیدر پول VEGF-Aژن  انیب سهیمقا

 ارتباط آن با بروز بدخیمی است.

 هاروش مواد و
 یعدد نمونه 50باشد.می( Analyticalتحلیلی )مطالعه از نوع  نیا
در  طبیعی یعدد نمونه 20و  مارانیب آدنوما از یهاپیپول یوپسیب
 یطالقان مارستانینامه از بخش گوارش بتیبا اخذ رضا یکولونوسکوپیط
د و اخذ ش ینیبال نیو همچن یاطلاعات شخص مارانی. از بدیگرد هیته
ها یوپسیاز ب ی. بخش(1)جدول  قرار گرفته شد یها مورد بررسنونده آپر
ارجاع داده شد.  یبه پاتولوژ یدست آوردن اطلاعات بافتبه یبرا

. افتی انتقال شگاهیبا تانک ازت به آزما قیتحق یموردنظر برا یهانمونه
ه ا شمارآزما ب زیتجه کتای تیبا استفاده از ک)از بافت تازه  RNA استخراج

توسط  RNA محلول یصورت گرفت. جذب نور( YT9065 الیسر
 نینانومتر خوانده شد بنابرا 280 بر 260دستگاه نانودراپ در طول موج 

 2-8/1 نیب نهینسبت به RNA خالص بودن زانیم تیفیک نییبرای تع
 ایو   RNA ،DNAبا یدهنده آلودگنشان گرید یهاباشد که نسبتمی
مورد  یهای مشابهRNA ها غلظتشتمام واکنباشد که در می نییپروت

تاکارا به شماره  تیبا استفاده از ک) cDNA استفاده قرار گرفت. استخراج
 تریماکرول 10 زانیصورت که به م نیانجام شد به ا(  RR037Aالیسر
 یدما رد قهیدق 5استخراج شده بافت تازه را برداشته و به مدت  RNA از
در برنامه موردنظر گذاشته شد.  PCR تگاهگراد در دسیدرجه سانت 65

 رزیکه داخل فر یرک یاز دستگاه برداشته و رو RNA مرحله نیبعد از ا
 شود.  یریجلوگ RNA بیسرد شده بود گذاشته تا از تخر

 prime script buffer  4سپس مواد مذکور به آن اضافه شد:
 ligodtتر،یماکرولprime script RT enzyme mix  5/0تر،یماکرول

primer  5/0 تر،یماکرول random 6 mer 2تر،یماکرولRNasefree d 

H2O 2 تر،یماکرول Riboblock 1را وارد وپیکروتی. سپس متریماکرول 
درجه  25 یگونه است که مواد در دما نیدستگاه کرده. برنامه سنتز به ا

گراد یدرجه سانت 42 یو بعد از آن در دما قهیقد 5گراد به مدت یسانت
و در  قهیدق 1گراد به مدت یدرجه سانت85 یو دما قهیدق 15ه مدت ب
گذاشته شد.  قهیدق 10گراد به مدت یدرجه سانتhold 4 یدما تینها

موردنظر آماده شد. بعد از انجام واکنش  cDNA مدت نیپس از ا
 RT میقرار گرفتند تا آنز -70 یدر دما قهیدق 10محصولات به مدت 

 .شدند یدارنگه -20فریزر در دمایفعال گردد. سپس درریغ

 'CCACTTCGTGATGATTCTGC-3-'5 :یبه توالVEGF-A  ژن مریپرا

Forward: نیهمچن وTACCTCCACCATGCCAAGT-3' -'5:Reverse 



 و همکاران زهرا پزشکيان                                       هاي آدنمادر پوليپ A-VEGFبيان ژن 

67 

 انجام یباشد. براجفت باز می 73باشد. طول باند قطعه موردنظر می

Real Time PCR  از دستگاه Applied Biosystem 7500 Real 

Time PCR  د. استفاده ش نیگر بریاز روش سا نیگرفته و همچن رهبه
بر طبق دستورالعمل  مربوطه کسیواکنش مستر م نیمنظور انجام ابه
 .دیتاکارا انجام گرد تیک

 (Relative quantification) ینسب یسنجتیپژوهش از روش کم نیدر ا

 یهاپیولدر انواع پ  VEGF-Aژن انیب زانیم یو بررس سهیبه جهت مقا
 روش از ژن نیاستفاده شد. در ا طبیعیروده بزر  با بافت  یآدنوما

GAPDH  مریپرا یبا توالTGACTTCAACAGCGACACCCA-

3' Forward: 5'- و CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA-3' 5'-

Reverse: عنوان سالم روده بزر  به یهاو نمونه یعنوان کنترل داخلبه
کاهش  کار باعث نیشد. ا ادهاستف نویزاسیبه جهت نرمال ونیبراسیکال

 ینفم جهینت جادیاز ا یحضور کنترل داخل نیگردد و همچنبروز خطا می
 کلیکه هر س کلیس 40واکنش در  نیگردد. امی شیکاذب در آزما

روند اجرا گشت: مرحله فعال نیباشد طبق امرحله می 3شامل 
گراد در مدت یدرجه سانت 95 یدر دما  (Initial denaturation)یساز
درجه  95 یدر دما Denaturation انجام شد. سپس در مرحله هیثان 30
 ییدورشته از هم جدا شدند. در مرحله نها قهیدق 5گراد به مدت یسانت

درجه  60 یدر دما یسازلیو طو( Primer annealing) هامریاتصال پرا
 .انجام شد هیثان 34گراد به مدت یسانت

 5ورژن  PRISMافزار مختلف توسط نرم یهادر گروه Pمقدار 
در   Pتوجه به اینکهبا ها،تجزیه و تحلیلانجام  یمحاسبه شده است. برا

جش ن)برای س One-Sample Kolmogorov-Smirnov Testآزمون 
  Mann Whitneyآزمون از .ها( معنادار نبودتوزیع طبیعی در گروه

روش از  ور گرفته شد معنادار درنظ 05/0از  ترکوچک Pاستفاده شد و 
(∆∆ct- 2) انزیها انجام شد. مژن انیدر ب کمی راتییجهت محاسبه تغ 

mRNA هدف با سه مقدار  یهاژنRQ روش  نیمحاسبه شد. در ا
 یان ژن کنترل داخلیها با بپیهدف در پول یهاژن انیب راتییتغ زانیم
(GAPDHنرمال )گروه  در یهاژن انیب راتییتغ زانیشده و با م زهی

 RQگشت که در واقع مقدار  یبررس یصورت نسببه براتوریکال ایکنترل 
 انیب شیافزا انگریب RQ>2و  انینشانگر کاهش ب RQ<2باشد. اگر می

موردنظر  یهادر ژن راتییاست که تغ نیا انگریب 2RQ<>5/0است و 
توسط نرم تیاست. در نها انیب رییتغعدم یبه گروه کنترل دارانسبت
 حاصل رسم شد. جینتا یمنحن 5ورژن  Graph pad  Prismر افزا

 اطلاعات بالينی بيماران -1جدول 

 فراوانی )%( نوع داده
 مرد جنس

 زن
27 (54 ) 
23 (46 ) 

 سال 50تر از پایین سن
 سال 50بالاتر از 

20 (40 ) 
30 (60 ) 

 بله سابقه خانوادگی
 خیر

20 (40 ) 
30 (60 ) 

 ( 100) 50  جمع

 نتایج
دارای پولیپ که تحت کولونوسکوپی قرار گرفته بودند  مشخصات افراد

از پرونده بیماران استخراج و ثبت گردید. اطلاعات پاتولوژی بیماران در 
 قابل مشاهده است.  1جدول 

 

 آدنوما یهاپيبه پولمربوط یاطلاعات پاتولوژ -2جدول 

 فراوانی نوع هاداده
 پولیپ آدنوما

 14( %28) ویلوس 
 19( %38) توبولار 
 17( %34) توبولوویلوس 

 دیسپلازی
 14( %28) شدید 
 36( %72) خفیف 

 لیتر(میلی) اندازه

 <5 (78% )39 
 >5 (22% )11 

 محل
 34( %68) کولون  
 16( %32) رکتوسیگموئید 

 50(%100)  جمع
 

 زا تعدادیدر  VEGF-A ژن انیب زانیم از حاصل جینتا 1 نمودار در
در  VEGF-A ژن انیب راتییتغ زانیم. است شده داده نشانها را نمونه
به نمایش درآمده  2های آدنوما در مقایسه با بافت طبیعی در نمودار پولیپ

 های آدنوما نسبت گروهدهنده افزایش بیان این ژن در پولیپاست و نشان
(. P>05/0طبیعی است اگرچه این تفاوت از لحاظ آماری معنادار نبود )

های آدنومای واقع شده در پولیپ VEGF-Aهمچنین میزان تغییرات ژن 
نشان داده  3در نواحی کولون و رکتوم در مقایسه با یکدیگر در نمودار 
 های ناحیهشده است و طبق این نمودار میزان بیان این ژن در پولیپ

ایشزهای ناحیه رکتوم افکولون به میزان چشمگیری در مقایسه با پولیپ
اما تفاوت معناداری از لحاظ آماری در نتایج یافت نشد  ،یافته بود

(05/0<P.) 
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 مختلف یهادر نمونه VEGF-Aژن  ريتکث -1نمودار 

 

 
آدنوما در  یهاپيدر پول VEGF-Aژن  انيب راتييتغ زانيم یبررس -2نمودار 

  طبيعیبا نمونه  سهيمقا
 .طبیعیبه گروه دنوما نسبتآ یهاپیدر پول VEGF-Aژن  انیب شیافزا

 

 
واقع در  هایپيدر پول VEGF-Aژن  انيب راتييتغ زانيم یبررس -3 نمودار
 های مختلف روده بزرگبخش

ژن  انیب رییتغعدم نیبه رکتوم. همچنکولون نسبت هیواقع شده در ناح یآدنوما یهاپیدر پول VEGF-Aژن  انیب شیافزا
VEGF-A ر رکتوم.واقع شده د یدر آدنوماها 

 بحث
مشاهده شده است که  طورنیمطالعات انجام شده در گذشته ا طبق بر
به بافت نسبت نومایکارس-آدنوما یتوال یدر ط VEGF-Aژن  زانیم

که توسط  یا. در مطالعه(19) معنادار بوده است انیب شیافزا یسالم دارا
مسو ه زیانجام گرفت و با مطالعه ما ن 2001و همکاران در سال جورج 
روده بزر   یآدنوما یهاپیدر پول VEGF-Aژن  انیب شیاست افزا

 نیو همچن دیبه مقدار معنادار نرس یمشاهده شد که البته از لحاظ آمار
ی هازوفورمیو ا VEGFخانواده  انیب زانیشد که تفاوت در م شنهادیپ

VEGF-A رطان س شرفتیپ و متعاقباً نومایکارس-آدنوما یتوال یدر ط
و  بنداردفکه توسط  یا. در مطالعه(20) ستا تیئز اهمحا اریبس

 انیب زانیمشاهده شد که م طورنیانجام شد ا 2008همکاران در سال 
که در سمت چب کولون  ییهادر تومور یطور معناداربه VEGF-Aژن 

 نیهمچن (.21) سمت راست بود یهااند بالاتر از تومورو رکتوم واقع شده
 هیبا ناح یطور معناداربه VEGF-A انیدادند که بمطالعات گذشته نشان 

 یگونه که تومورها نیدارد، به ا یتومور در روده بزر  همراه یریقرارگ
در  (.22) از سمت راست داشتند یبالاتر انیواقع در سمت چپ کولون ب

واقع  یآدنوما یهاپیدر پول VEGF-Aژن  انیب شیمطالعه حاظر افزا
فاوت از ت نیرکتوم مشاهده شد، البته ا هیبا ناح سهیشده در کولون در مقا

حاصل از مطالعه  جی. براساس نتادیبه مقدار معنادار نرس یلحاظ آمار
فاوت کرد که ت انیطور ب نیتوان اگذشته می قاتیتحق نیحاضر و همچن

 یهاواقع شده در قسمت یهاپیدر پول VEGF-Aژن  یانیب یالگو
 یولمولک یهاریمس رد ییهاتفاوت از یکولون و رکتوم ممکن است ناش

 21) مختلف روده بزر  باشد یبه بافت در نواحژن وابسته انیب میو تنظ
 (.23و 
عنوان تواند بهمی احتمالاً VEGF-Aژن  ادیز انیب ،جهیعنوان نتبه
روده  یاآدنوم یهاپیدر پول وژنزیآنژ یالقا یبرا یاساس یامر مولکول کی

ت آدنوما را به سم پیپول تیباشد و در نها یمیبدخ شیبزر  در فاز پ
 یهاپیپول در VEGF-Aمتفاوت ژن  انیب زانیسوق دهد و م نومایکارس
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 یناش روده بزر  که در مناطق مختلف روده قراردارند، احتمالاً یوماآدن
افت ژن وابسته به ب انیب میو تنظ یکیژنت یهاریدر مس ییهااز تفاوت
مارکر  کیعنوان آن ممکن است به انیب زانیم یابیو ارز باشدمی

آدنوما به سمت  یهاپیپول یشرویپ یدهنده برایآگهشیپ یمولکول
 VEGF-Aژن  زانیمی بررس نینقش کند. همچن یفایا یمیبدخ
ا آدنوم یهاپیانواع پول آدنوما مخصوصاً یهاپیآن در پول یهازوفورمیا

 فتشریپ یچگونگ افتنمنظور یبه لوسیو-و توبولو لوسیشامل، توبولار و
 شنهادیکمک کند، پ نومایو کارس یمیآدنوما به سمت بدخ یهاپیانواع پول
بر وهموضوع علا نیا شتریاثبات ب یبراشود . البته توصیه میشودمی

سنجش  یکه برا ییهاژن روش نیا یبرا mRNAسنجش در سطح 
 نینچو وسترن بلات و هم یمیستوشیمونوهیا روش رینظ نیپروتئ زانیم

 .ردیمورد استفاده قرار گ یبالابردن سطح جامعه آمار
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Abstract: 
 

Introduction: Colorectal cancer mostly be derived from adenomatous polyposis including tubular, villous and tubulovilluos 
types. Investigation of some genes that play role in angiogenesis can be used as a biomarker in molecular diagnosis for polyp 
progress to malignancy. The aim of this study is Comparing the expression level of VEGF-A gene in adenoma polyps located 
in colon and rectum and it's relation with malignancy incidence. 
Methods: In this study, 50 biopsy samples of adenoma polyp and 20 normal samples were collected from Taleghani hospital. 
Clinical information was collected. mRNA extraction and cDNA synthesis were performed. Gene expression was investigated 
by Real time PCR method and fold change of gene expression was evaluated by (2--∆∆ct) method. The outcomes were analyzed 
by the ABI 7500 Sequence Detection System (SDS) software, version 2.1.0 and Graph Pad Prism, version 5. 
Results: In this study, we observed the increased VEGF-A mRNA level in adenoma polyps compared to the control group. 

However؛ this difference was not significant (P>0.05), and also found overexpression of VEGF-A mRNA in adenoma polyps 
located in the colon site in comparison to the rectum site. But statistically, these differences in VEGF-A mRNA expression 
did not reach to a significant level(P>0.05). 
Conclusion: Adenoma polyps have more malignancy potential for making colorectal cancer and the overexpression of 
VEGF-A gene perhaps has a critical role in adenoma polyps malignancy process. Also, maybe the location of adenoma 
polyps has a important  effect on VEGF-A gene expression.   
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