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  20/3/1396تاريخ دريافت:   مجله دانشكده پزشكي اصفهان
29/3/1396تاريخ پذيرش:   1396ماهاول مهري/هفته441ي /شمارهمپنجو   سال سي

  
و  )Vascular Endothelial Growth Factor Messenger RNA )VEGF mRNAبيان  بررسي

Cytokeratin-19 mRNA )CK19 mRNA( پروتئيني نشانگر زيستي و Vascular Endothelial Growth Factor 
)VEGF( سينه سرطان به مبتلا بيماران محيطي خون در  

  
  4يبهرام نغمه ،3فلاحتي مجتبي ،2محمدنيا ، عبدالرضا1خبره حسنا

  
  

  چكيده
 از انجام اين هدف. دارند نقش آن در زيادي محيطي عوامل ژنتيك، بر علاوه كه است كشندگي پتانسيل داراي و عاملي چند بيماري يك سينه، سرطان مقدمه:
 Cytokeratin-19 mRNAو  )Vascular endothelial growth factor messenger RNA )VEGF mRNAنشانگر زيستي  دو بيان بررسي تحقيق،

)CK19 mRNA( و نيز نشانگر زيستي پروتئيني VEGF بود سينه سرطان به مبتلا بيماران محيطي خون در.  

 Real-time reverse transcriptase polymerase chain reactionروش  از. شدند (گروه شاهد) مقايسه سالم فرد 40 (گروه مورد) با سينه سرطان به مبتلا بيمار 40 ها: روش
)Real-time RT-PCR( نشانگر زيستي  دو بيان ميزان تعيين برايCK19 mRNA و VEGF mRNA پروتئين همچنين،. شد استفاده VEGF روش به 

Enzyme-linked immunosorbent assay )ELISA( گرديد گيري اندازه. 

   نشانگر. گرديد گزارش مثبت نفر 40 از نفر 6 شاهد، گروه در .شد مشاهده بيمار 40 از نفر 30در  گروه مورد در VEGF mRNAنشانگر  شدن مثبت ها: يافته
CK19 mRNA سرمي سطح همچنين،. شد گزارش مثبت نفر 40 از نفر 7 شاهد، در گروه و در گرديد مثبت نفر 40 از نفر 25 در مورد گروه در VEGF از نفر 27 در 

 .بود مثبت افراد گروه مورد

 بيماري زودرس كشف براي غربالگري تشخيصي آزمايش يك عنوان به سينه را سرطان نشانگرهاي ي زمينه در تحقيق اين ي نتيجه توان مي مجموع، در گيري: نتيجه
  .گرفت نظر در اوليه مراحل در

  Cytokeratin-19 ،Vascular endothelial growth factor ،Messenger RNA، سينه سرطان كليدي:واژگان 

  
 Vascular Endothelial Growth Factor Messenger RNAبيان  بررسي .نغمه يبهرام فلاحتي مجتبي، خبره حسنا، محمدنيا عبدالرضا، ارجاع:

)VEGF mRNA(  وCytokeratin-19 mRNA )CK19 mRNA( پروتئيني نشانگر زيستي و Vascular Endothelial Growth Factor 
)VEGF( 35؛ 1396مجله دانشكده پزشكي اصفهان . سينه سرطان به مبتلا بيماران محيطي خون در )934-939): 441  

  
  مقدمه

 رشـد ، ها آن ي مشخصه كه شود مي شامل را ها بيماري از گروهي، سرطان
 ديگر نقاط به اصلي جايگاه از ها سلول انتشار و تهاجم، نشده تنظيم سلولي
 پتانسـيل  داراي و عاملي چند بيماري يك سينه، سرطان). 1(باشد  مي بدن

 نقـش  آن در زيـادي  محيطـي  عوامل ژنتيك، بر علاوه كه است كشندگي
 سـاله  هر كه است سرطان انواع ترين شايع از يكي سرطان، اين). 2(دارند 
 الكـل  مصرف .)3- 4(شود  مي زنان بين در فراواني و ميرهاي مرگ باعث
 ).5(است  گرفته قرار توجه مورد كه است ديگري عامل نيز

 مقاله پژوهشي



 

  

  
www.mui.ac.ir  

و همكاران خبره حسناسينه سرطان در CK19 mRNAو  VEGF mRNA نشانگرهاي زيستي بيان

 1396935اول مهري/ هفته441ي/ شماره35سال–مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

  مشخصات پرايمرهاي مورد استفاده .1 جدول
18s rRNA VEGF mRNA CK19mRNA  

GTAACCCGTTGAACCCCATT AAGGAGGAGGGCAGAATCAT TCCGAACCAAGTTTGAGAC آغازگرF 
 طول پرايمر 19 20  20

CCATCCAATCGGTAGTAGCG ATCTGCATGGTGATGTTGGA AATCCACCTCCACACTGA آغازگرR 
 طول پرايمر 18 20  20

 تكثيري يطول قطعه 222 226 152
5/53 6/61 4/58 Annealing )°C( 

VEGF mRNA: Vascular endothelial growth factor messenger RNA; CK19 mRNA: Cytokeratin-19 mRNA; 18s rRNA: 18s ribosomal RNA 
  

 در سـينه،  سـرطان  بـه  ابتلا ي زمينه در شده برآورد خطر بيشترين
 Breast cancer 1هــاي  ژن در كــه اســت هــايي جهــش بــا ارتبــاط

)BCRA1و ( BCRA2 است داده رخ )كمتـر،  ميـزان  بـه  و زنان ).6 
 خطر در هستند، سينه سرطان به ابتلا فاميلي ي سابقه داراي كه مرداني
 ).7-8( دارند قرار سينه سرطان به ابتلا براي بالايي

 يـا  خـون  در كـه  هستند زيستي هاي نشانگرهاي زيستي، مولكول
 طبيعـي  فرايند يك ي نشانه و دارند وجود بافت يا و بدن مايعات ساير

). 9-12(باشـند   مـي  بيماري يا خاص وضيعت يك و يا طبيعي غير يا
 بـين  دقيـق  ارتبـاط  يـك  ايجاد در سرطان، تشخيص در امروزه چالش

 تشـخيص  روش يـك  داشتن و بيماري باليني علايم و نشانگر زيستي
 همچنـين، ). 13-15(اسـت   بيمـاري  ي اوليـه  مراحل در تهاجمي غير

 اسـتفاده  درمـان  بـه  بيمـاري  پاسـخ  پـايش  جهـت  نشانگرهاي زيستي
 هـم،  در كنـار  نشـانگر زيسـتي   چنـدين  بررسـي ). 16-18(شـوند   مي
 هـا  سرطان تشخيص جهت را اعتمادتري قابل تر و دقيق نتايج تواند مي
 كارســـينوما، انــواع در ).19- 21(دهــد  قــرارد درمــاني كــادر اختيــار در

 ژن، ايـن از رونويسـي افــزايش نظير ها سيتوكـراتين بيان در تغييــرات
 .)22- 23( بيفتــد  اتفـــاق  تومـــور  پيشــرفت زمـان در است ممـكن

Cytokeratin-19 )CK19،( نشانگر ژن مؤثرترين PCR سـرطان  براي 
 Vascular endothelial growth factor ي ادهخانو .)24( اسـت  پستان

)VEGFــل ر از ديياز يردمقا ) شامل ــه ستا يشدعوام ــور  ك ــه ط ب
 و تكثيـر  و گـذارد  مـي  اثـر  عروقـي  اندوتليال هاي سلول مستقيم روي

  ).25(كند  مي تحريك را اندوتليال هاي سلول كموتاكسي مهاجرت
  

  ها روش
از  پـس  دانشوري مسيح بيمارستان به كننده مراجعه بيماران از نفر 40

 پـس  سـالم  افراد از نفر 40(گروه مورد) و  متخصص توسط تشخيص
مطالعـه   ايـن  در به طـور داوطلبانـه   پزشكي (گروه شاهد)،  ي معاينه از

 و انجـام  پاتولوژيـك  تأييـد  با بيماري قطعي تشخيص .كردند شركت
 در يكسـاني  سـني  هـاي  گروه در بررسي، اين در سالم افراد و بيماران
ــه نظــر ــه از .شــدند گرفت ــراد ي كلي ــده مشــاركت اف ــق، در كنن    تحقي

 ليتـري  ميلـي  2 و 8 قسـمت  دو بـه  و گرفته محيطي خون ليتر ميلي 10
 ليتـري  ميلـي  2 هـاي  به دست آمـده از نمونـه   سرم سپس، شد. تقسيم
ي  درجــه 20فريــزر  در VEGF ســرمي ســطح گيــري انــدازه جهــت
 نيـز  منعقـد  غيـر  ليتـري  ميلـي  8 قسـمت . گرديد گراد نگهداري سانتي

 .شد RNA استخراج ي مرحله وارد بلافاصله
   RNeasy Midi Kit از اســــتفاده بــــا RNAاســــتخراج 

)QIAGEN Cat no.75144همچنــين، ســاخت  . شــد ) انجــام
complementary DNA )cDNAاز  اســــــــتفاده ) بــــــــا  
Viva 2-steps RT-PCR Kit )RTPL12. Cat noشد ) انجام. 

 AlleleID6 افزار نرم كمك به نشانگر، هر اختصاصي پرايمرهاي
 ميزان و پارامترها 1 جدول. شد داده سفارش ساخت، و جهت طراحي
 . دهد مي نشان را Real-time نهايي واكنش در ها آن ي استفاده مورد

 Real-time reverse transcriptase polymerase chainانجام 

reaction )Real-time RT-PCRكيـــــت  از اســـــتفاده ) بـــــا  
Cinna Green qPCR Mix )Cat.No:MM2041از اسـتفاده  بـا  ) و 

 BioRad CFX96 C1000 Real-time Thermal cyclerدسـتگاه  
الگو  شامل توالي Real-time RT-PCR واكنش اجزاي. گرديد انجام

  ميكروليتـر، پرايمـر    4ميـزان   بـه  Master mix، ميكروليتر 2ميزان  به
 واكنش نهايي حجم كه ميزاني بود به مقطر ديونيزه ميكروليتر و آب 1

 دسـتورالعمل  مطـابق  واكنش هاي و زمان دماها .برسد ميكروليتر 20به 
  ).2 جدول(گرديد  تنظيم كيت

  
  هاي واكنش  زمان دماها و .2جدول 

Real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction 
)Real-time RT-PCR( 

 Real-time step  طول مدت )°Cدما (

  Initial activation دقيقه 5 95
  Denaturation  ثانيه 15  59

  Annealing ثانيه 60 60-56
  Extension ثانيه 20 72



  

  

  
www.mui.ac.ir  

و همكاران خبره حسناسينه سرطان در CK19 mRNAو  VEGF mRNA نشانگرهاي زيستي بيان

 1396 اول مهري / هفته441ي / شماره 35سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  936 

ــدازه ــري انـــ ــطح گيـــ ــرمي ســـ ــه VEGF ســـ    روش بـــ
Enzyme-linked immunosorbent assay )ELISAاز استفاده ) با 

) Bioassay Technology Laboratory )Cat No.E0080Hu كيت
  .انجام شد

  
  ها افتهي

 سـالم  افـراد  (مـورد) و  بيمـاران  گروه دو شامل مطالعه، مورد جمعيت
 دو ايـن  ي مقايسـه . گرفتنـد  قرار نفر 40 گروه، هر در كه (شاهد) بود

 را داري معنـي  تفاوت سني، ميانگين نظر از t آزمون از استفاده با گروه
 هاي گروه در سن عامل كه كرد استدلال توان مي نداد. از اين رو، نشان
 .)P=  416/0( ندارد كنندگي مخدوش اثر مطالعه، مورد

   مطالعــه مرجــع ژن انيــب زانيــم يريــگ انــدازه جينتــا
)18s ribosomal RNA   18يـاs-rRNA:( Cycle threshold value 
)Ct valueگروه دو در دار معني تفاوت عدم بيانگر شده، گيري ) اندازه 

 مرجـع  ژن عنـوان  به نشانگر اين انتخاب صحت ي كننده تأييد كه بود
  .)P=  228/0( باشد مي مطالعه

 ـب زيآنـال   Vascular Endothelial( مطالعـه  ينشـانگرها  اني

growth factor messenger RNA ــ  و) VEGF mRNA اي
)Cytokeratin-19 mRNA ــ ــاليز جهــت ):CK19 mRNA اي  آن

 هـاي  منحنـي  اسـاس  بـر  نتايج تفسير واكنش، هر پايان از پس ،ها داده
Amplification منظـور، در  بـدين . گرفـت  صـورت  ذوب منحني و 

 مـورد  ويال هر به مربوط ذوب منحني آزمايش، نوبت هر انجام انتهاي
   بــر منطبــق دمــايي ي محــدوده در چنانچــه و بررســي آزمــايش

Amplicon melting temperature قــرار بررســي مــورد نشــانگر 
 مثبـت،  نتايج تأييد از پس .گرديد تلقي مثبت جواب عنوان به داشت،

Ct value در تا شد مي ثبت شده مثبت مرجع ژن يا نشانگر به مربوط 
  ).2و  1هاي  شكل(گيرد  قرار استفاده مورد نتايج آناليز ي مرحله
  

  
   نشانگرحاصل شده از  ذوبمنحني  .1 شكل

Vascular endothelial growth factor messenger RNA 
)VEGF mRNA(  

  
 Cytokeratin-19 mRNA نشانگرحاصل از  ذوبمنحني . 2شكل 

)CK19 mRNA(  
  

 سـرطان  بـه  مبـتلا  افراد در VEGF mRNA نشانگر شدن مثبت
حساســيت  شــد. بنــابراين، مشــاهدهمــورد  40نفــر از  30 در پســتان

)Sensitivity( افـراد  گـروه  در .گرديـد  تعيين درصد 75 نشانگر اين 
 ويژگـي  ي دهنـده  نشـان  كـه  بـود  نفـر  40در  نفـر  6 ميزان اين سالم،

)Specificity مثبت ميزان آماري ي  مقايسه .باشد مي درصد 85) برابر 
 آزمـون  از اسـتفاده  با كه هاي مورد و شاهد گروه در نشانگر اين شدن

Two-sample binomial دار معنـي  آمـاري  تفاوت بيانگر شد، انجام 
 گروه در CK19 mRNA نشانگر ).P=  034/0( بود گروه دو اين بين

 حساسـيتي  ي دهنـده  نشان كه گرديد مثبت نفر 40 از نفر 25 در مورد
 كـه  بود نفر 40 از نفر 7 ميزان اين شاهد گروه درصد و در 5/62برابر 
 آمـاري  ي مقايسـه . باشـد  درصد مـي  5/82برابر  ويژگي ي دهنده نشان
 استفاده با كه هاي مورد و شاهد گروه در نشانگر اين شدن مثبت ميزان

 آمـاري  تفـاوت  بيانگر شد، انجام Two-sample binomial آزمون از
 ).P=  012/0( بود گروه دو اين بين داري معني

 ابتدا :مطالعه مورد گروه دو در نشانگرها انيب زانيم تفاوت يبررس
Ct value آزمـون  نتـايج  از نمونـه  هـر  در مرجع ژن و نشانگر به مربوط 

بـه   اعـداد  از گرديـد.  كسـر  يكديگر از عدد دو اين و استخراج گفته پيش
 بدين .شد گرفته ميانگين) شوند مي ناميده نمونه هر Δ Ct كه( آمده دست
 يكـديگر  از عـدد  دو ايـن . شد مشخص گروه هر در ميانگين يك ترتيب،
  تـوان   بـه  2 عـدد  .آمـد  به دست تحقيق ΔΔ Ct و در نهايت، شدند كسر

ΔΔ Ct - گرديد مشخص نشانگر بيان تفاوت ميزان و رسيد. 
ΔΔ Ct- براي VEGF-mRNA  حال،. شد محاسبه -61/2عدد 

 مشخص نشانگر بيان تفاوت ميزان برسد، -ΔΔ Ctتوان  به 2 عدد اگر
 بـه طـور   گروه مورد در نشانگر اين ي اوليه هاي نسخه تعداد. گردد مي

عدد  CK19 mRNA براي ΔΔ Ct. بود گروه شاهد برابر 2/6 متوسط
 هـاي  نسخه دهد تعداد مي نشان رياضي، نظر از كه شد محاسبه -62/6

گـروه   برابـر  48/9 متوسـط  به طور گروه مورد در نشانگر اين ي اوليه
 .بوده است شاهد
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 تكنيـك  بـا  VEGF پروتئين سرمي سطح :ELISA روش نتايج
ELISA زيسـتي، در  نشـانگر  ايـن  سرمي سطح ميانگين. شد محاسبه 

  در  نشـانگر زيسـتي   ايـن  بيـان . بـود  شـاهد  گروه از بيشتر مورد گروه
   حساسـيت  بيـانگر  كـه  شـد  گـزارش  گروه مـورد  بيمار 40 از نفر 27
. شد گزارش مثبت نفر 40 از نفر 5 شاهد، در گروه در درصد و 5/67
زيسـتي در   نشـانگر  اين شدن مثبت ميزان آماري ي مقايسه نهايت، در
 صــورت Two-sample binomial آزمــون از اســتفاده بــا گــروه دو

 گـروه  دو ايـن  بـين  دار معنـي  آمـاري  تفاوت ي دهنده نشان كه گرفت
  ).P > 001/0( بود مطالعه مورد

  
  بحث

 هاي بيماري از پس كه است عاملي چند ي پيچيده بيماري يك سرطان
 ايـران  در ميـر  و مرگ عامل سومين حوادث، و سوانح عروقي، -قلبي

 كـه  شـود  مـي  شـامل  را هـا  بيمـاري  از گروهـي ، سـرطان  ).26(است 
 هـا  سلول انتشار و تهاجم نشده و تنظيم سلولي رشد، ها آن ي مشخصه

 كمتر ميزان به و زنان). 1( باشد مي بدن ديگر نقاط به اصلي جايگاه از
 خطر در هستند، سينه سرطان به ابتلا فاميلي ي سابقه داراي كه  مرداني
   ).7-8( دارند قرار سينه سرطان به ابتلا براي بالايي

 بـه ) غربالگري( دهنده آگهي پيش و تشخيصي نشانگرهاي زيستي
 كمـك  سـرطان  بـه  بيمـار مشـكوك   با مواجهه اولين در انكولوژيست

 عامـل  يـك  عنـوان  بـه  نشانگرهاي زيستي بنابراين،. )27-28( كند مي
 روي اي مطالعـه  ).29( شـوند  مي محسوب گيري اندازه و ارزيابي قابل

ــان ــاي  ژن بيــ ــأثير و VEGF و )Mucin1 )MUC1هــ  داروي تــ
Gefitinib مطالعـه،  ايـن  نتـايج . شـد  انجام ها ژن بيان و بقا ميزان در 

 شروع از قبل VEGF و MUC1 هاي ژن mRNA سطح كه داد نشان
  ). 30(بود  بالا بيماران در درمان از پس هفته 4 و درمان
 VEGF mRNA نشـانگرهاي  بيان سطح نيز حاضر ي مطالعه در

 و Cesarioبـود.   سـالم  افـراد  از بيشتر بيماران در CK19 mRNA و

 سـرمي  و بـافتي  VEGF ي مقايسـه  به مشابهي ي مطالعه در همكاران،
 تمـام  VEGF ميـزان  بـين  داري معني ارتباط مطالعه، اين در. پرداختند

 ارتبـاط  نيـز  حاضر ي مطالعه در). 31(داشت  وجود سرطان هاي گروه
 بررسي در .شد مشاهده سالم افراد و بيماران گروه دو بين در داري معني
 در LUNXو  KS1/4 ،CK19همكــاران،  و Yan توســط شــده انجــام

ــالاتري ) بيــانNon-small cell lung cancer )NSCLCبيمــاران   ب
 ).P ()32 > 050/0( داشتند ريوي بدخيم غير بيماري با افراد به نسبت

Wang ــاران، و ــان همكـ ــانگر بيـ    و CK19 mRNA دو نشـ
LUNX-mRNA بيمـاران  ي لنفـي  گـره  و بافـت  ي نمونه روي بر را 

NSCLC   در مقايسه با افراد سالم بررسي و مشاهده نمودند كـه بيـان 
 از بـالاتر  تـوجهي  قابـل  طـور  به NSCLC بيماران در نشانگر هر دو
 در ).P ()33 > 050/0بـود (  ريـوي  خـيم  خـوش  بيمـاران  هاي نمونه
و  CK19 mRNA بيـان  ،همكاران و Kutun توسط ديگري ي مطالعه

Carcinoembryonic antigen-mRNA )CEA-mRAN( در 
 دو ايـن  بيان مطالعه، اين شد. در بررسي معده سرطان به مبتلا بيماران

 قوي ي دهنده آگهي پيش نقش معده سرطان بيماران نشانگر زيستي در
 ).17() داشت Major vascular invasion )MVIتشخيص  در

 ي زمينــه در كــه را مطالعــه ايــن ي نتيجــه تــوان مــي مجمــوع، در
 -تشخيصـي  روش يك ي اوليه معرفي است، سينه نشانگرهاي سرطان

 بـراي . دانست اوليه مراحل در بيماري زودرس كشف براي غربالگري
 بـا  تـري  گسـترده  مطالعـات  شـود  مي توصيه تحقيق، نتايج بيشتر اثبات
  .گيرد صورت تر وسيع ي نمونه حجم

  
  تشكر و قدرداني

 دانشـگاه ، تهـران  پزشكي علوم دانشگاه استادان محترم از وسيله بدين
دارويي  علوم واحد اسلامي آزاد دانشگاه و بهشتي شهيد پزشكي علوم

 پـژوهش  در كننـده  شـركت  بيماران و همكاران تمامي از ،همچنين و
 .آيد مي عمل به قدرداني
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Abstract 

Background: Breast cancer is a multifactorial potentially lethal disease that is triggered by genetic factors as 
well as numerous environmental factors. The present research aimed to examine the expression of Vascular 
endothelial growth factor messenger RNA (VEGF mRNA), cytokeratin-19 mRNA (CK19 mRNA), and vascular 
endothelial growth factor (VEGF) protein biomarker in the peripheral blood of patients with breast cancer.  

Methods: 40 patients with breast cancer were compared to 40 healthy individuals. The real-time  reverse 
transcriptase polymerase chain reaction (real-time RT-PCR) method was used to determine the expressions of 
the CK19 mRNA and VEGF mRNA biomarkers in the peripheral blood samples of the healthy participants and 
the patients. The VEGF protein was also compared using the (ELISA) method. 

Findings: The positive VEGF mRNA biomarker was observed in 30 of the 40 patients with breast cancer; thus 
the sensitivity of this marker was 75%. In the healthy participants group, 6 of the 40 participants showed a 
positive VEGF mRNA biomarker expression. The CK19 mRNA marker was positive in 25 of the 40 patients, 
which indicated a sensitivity of 62.5%. In the healthy participants group, the positive expression of the CK19 
mRNA biomarker was observed in 7 of the 40 participants. VEGF was positive in 27 of the 40 patients. In the 
control group, 5 of the 40 participants showed the positive expression of this biomarker. 

Conclusion: In sum, based on the results of this research, the assessed breast cancer tumor markers can be used 
as screening tests for the early diagnosis of patients. To further prove the findings of this study, more extensive 
studies with larger sample sizes are recommended. 
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