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) ���554 E{) 	A����g�5 - � ����	 . *�� ( ��Y� 

��'<��     $y�
 &��� ���>�A� �A��lµ 20 m.�	%� ���5 K 


)��g�5 - ����	 mg/ml 20 *� (��-  ���>A� _�Gc� ��� 

 +�� *� *=�= �15 :��*] �� ���� Cº 56  ��	:�A	C � 

�8 D�X�� *�& 15 :��*] �� Cº 80 �	C *����� ���  $y�
 .

 +�� *�5 :��*]  ��rpm 8000  	'���
�g�T  ��� . ����, 

��
� *� *=�=� �2�� �]'5� �	C��.  
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�RNA  D���G<� e���4 *���Plus RNX   

(��	�� &��G4 �5�
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.�� ���� ��	: lµ 200 ���>A� i��A�	G4 �� &15   *����[
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5    o�� ��� *�]�:�
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 >'5������������
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)steps RT-PCR Kit-2   .��� ���T'�
� (   ���4 ��S�	�

��'�� .�� i�h�� ��4 ��Z=���'
� V��H�  ����]� lµ 10 

RNA��	��������) *�������� & lµ 1  ��mM 10 dNTP 

)deoxyribonucleotide(  �lµ 1 Random hexamer 

���	C _�Gc�.  +�� *� $y
5 �� *]�:� Cº 65   ��	�:

�����]� .���� ���� lµ 2  ��X MMULV 10  �lµ 5/0 

 >��8�E M-MLV )Moloney murine leukemia virus (

 *A�`� @54�� 	) *��� � �1� ����  Y8 ��	�4 *A�`� ��& 

�1� EhS
�  *�lµ 20 
��� *�=�= .�  ��1�
�    +��� *��1 

��� �� ���
� Cº 42 �	C *�������.  

 �|��� ��)	���	% � RT-PCR  �g 
=���. :β-actin 

  � ��A	C ��	: ���T'
� ���� 
GW�� �)�� ���5� *� *4

 -������������56�)UBD  ��������������
 ��NCBI   

)National Center for Biotechnology Information (

*�����	� J��
�. � ����8 ���
� *��� �Primer express 

�8 
^�9'W� ��)	���	%  �) 
S�	� ����	C  ��)	���	% .

 J����
�.NCBI  �Gene Runner  >������BLAST   

)Basic local alignment search tool ���. ������ (

 �8 ����� 
99c. � �:�       ����� ����4 ���� *�� ��)

  D����2 �� ���)	���	% 
=����. .�	���C ��	��: 
��������1   

.�
� ���8  

  

 ����1 �� 	
�� ��
 	� ��������� ����� .RT-PCR )Reverse transcription-Polymerase chain reaction(  

��
��
� ���  ���
�  ������ �	�  

bp 339  AATGCTTCCTGCCTCTGTGT  UBD F 
TTTCACTTGTGCCACTGAGC  UBD R  

bp 395  AGAAAATCTGGCACCACACC  β-actin F 
CTCCTTAATGTCACGCACGA  β-actin R  

UBD: Ubiquitin D 
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 @������8 i���h�� ���12 i�� ������RT-PCR 	��) :

������ @5��4�� lµ 2 cDNA ) ���j=�cDNA  *'W���


���&( lµ 5/2  ��PCR buffer X 10& lµ 1  e� 	) ��

  
��X]� � 
����G2 	�����	% �� ��mM 10& lµ 75/0  ��

2MgCl mM 50& lµ 5/0  ��dNTP mM 10 

)dATP &dCTP &dGTP  �dTTP(  �lµ 4/0 u/µl 5 

Taq DNA polymerase  �� @5��4�� � ����� E��hS

 
��1�lµ 25  ��� *�1.   �� 
����� ���.�	% . *  +���^

 ����� �� ���
���.��� Cº 95   +��� *�� 3    *�� *�]�:�

 �8 D�X��35 ���
���.��� +��^ *� &���
 ��  ����� 

Cº 95  +�� *�30 *���[ &���X(F �� ���� Cº 61  *�

 +����30 *�����[ &������ �� �����
�>�	��G% Cº 72  *���

+�� 50   *����[  ����1� �� �  ����
�>�	��G%  
���1��� 

���� Cº 72 +�� *� 5 *]�:� .�� i�h��  

  

����	 	
  

*h�'�  �*5�1�  ���
@����8 RT-PCR  �g ��	��  ���) 

UBD  �β-actin*���5�1� �� $���% :  @�������8 ������
  

RT-PCR  �g &
��^�9'W� ����)	���	% �� ���T'��
� ����

����Gy�8 *'A�� 	�}�.  *����� ��54 �� �  �)���   � 
�T5�

������ �  	j��3� ���C8 Dg ��� 	�5/1 �^��   ����S

�g�5����
) -�	���C 	X�����
- ��	�����	A����� �� ( TBE 

)Tris/Borate/EDTA( X 5/0  .�����	C �����A�	'�=� 


� ��)�3�     D��9<� �� ��^�S ����� ���RT-PCR &

  -�'�l���������� �g ��	�����D 339   ������� �����T2  

���� D��.  

 �g �� *��Z=�H� -���� ��β-actin ��� * �)���� �����5�

       ~>�2 �g -��� *�4 
���2 �8 �� .��� ���T'�
� 
GW��

�g   -��� �� &������ D�G
 �� 
���� ���� *4 �
� 
��) 

 
GW�� �)�� ���5� *� 

�	� �12 
X
�5� s�) ��


� Y�(S *�  D�9<� .��8RT-PCR    ����8 ��
� *�

�g -�� ��  >��395 .���� D�� ��� �T2  

*(��]�  -�'�l������ a��'� �D *���� ��   
�Z�X� ��)

*���� � ���� ���	
 *� N'X� ��	A� ��)   a���'� :��>� �

 @����8RT-PCR  �g ��	�β-actin     �)��� ����5� *��

@����8 
���. �� 
GW��       -��� *�4 ��� ����� ��X}� �)

��5)� ��3� 7GH�     w�	c'�
� P�� ��:� � �<�^ �

RNA     >'5�
 ����x. -��56�) � ���T'
� ����cDNA  �

 ��2�mRNA *���� -�� �� 
� �) .����  

 &*Z=�H� -�� ��30  *�����    � 
���	�
 ��A�� �10 

*���� ��	: *Z=�H� ���� E=�
 �A�� �    ��4 �� .��5'A	C

*����  ������� *� _��	� ��)63  *����� �� �^��   �� ��)

 � ���	�37  .����� ���3. ���� �� �^�� ��10  *����

 ��	��A� �� ����� *���1. v���G�
��Z�X�@������8 o��
�% &   

RT-PCR  ��i��. *����     � ��� 
������� 
�T5� &�) ��  

30 *����       ���	�
 *�� N'�X� ��	�A� �� ���� *�1. v�G�

����  &��>��� � ��18 ) *������95 ���^�� ( @������8

RT-PCR  � ���	� �� ��11 *���� )100  ��^��(  ��

 o
�% >�� ����  ��X}�     J�]A &����Z. -��� �� .�5'����1 

) *����5 ��) � ��� 
T5� ���	� �� (�^��  *����� �� 

.�3� P��>C 
T5� ���� ��  

	� �� -�56�) ��	�C 

�     � ���	�� �� 
5�
 ���)


� &����   ���	�
 -
 *4 ���� ����� 	�� -�� *� ���.

   �� a����'� .���
� 	��'�4 ������ *��� �X��(� ���	��� ��

*����  �� 	f� ���� ��) D��22  ���� �   ���)1  �2 

 D���9<� .���
� �����8RT-PCR  �����C8 Dg ��5/1 

  �����S ���^��TBE X 5/0   .�����	C ��	��A�	'�=�  

 ���1  D�9<� ���A�	'�=� a��'�PCR  ����   �>���8

 ������ ������� *�������� �� -�	����C 	X������
  �� �����)  


� ��3� .�)�  
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 ����2. 	���� ����  � !��
� "��# � ���$� ���  

�����  
��
��  �	! "	
  

#��$� (�&�#)  

��
�� �	��( "	
  

(�&�#) #��$�  

���	��( �)*� +!	�  

 #��$�(�&�#)  

���	��( �,�� +!	�  

(�&�#) #��$�  

�-.��  "

"�	��(  
��! /��0  

�!�  )70 (7  )63 (19  )95 (18  )5 (1  IV -I  80 -30  

�-  )30 (3  )37 (11  )100 (11  )0 (0  IV -I  88 -42  

  

  
 %& 1 .SM  ���&��' �(��)�bp 50 DNA Ladder ,1-6 ��/0' (RT-PCR )Reverse transcription- 

Polymerase chain reaction ( 12UBD )Ubiquitin D (	���� �� ,���$� ���  

12 -7 ��/0' (RT-PCR  12β-actin (�45�� ��� )  

  

  

 %& 2 . �#��� !��
�UBD )Ubiquitin D (���$� ��� 	���� �� 

  

12(  

 ���	
����   ���8	�� �� ���� �� ,��� ���	
 -����1F

783000  
�� D�
 �� ���2 ����  ����� )1(.   ���	�


       ���<'� +����� �� 	��� � �	�� 
G�^� ��G� ��=�4

 �� @�� *���
 .�
�135000     -��� *�� ����	�� �� 	T�

 �� @�� � N'X� ������55000   
�� -��� ��  ) �����8 .(

     -��� *�� N'��� 	�[� �� ����� ���Z. *���
 >�� ��	�� ��


��� ���
� �� �� ����W ����2 ��������  .���5)� 
��� ��  

10 '���BC D���
*& �g � �g������ ������� �����Z.  ����)

��554 Y�4	
  � ��h�� �S�	� �� i��4 	) ��	� ����.

0

5
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�� 
"

��
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��

5


��

 ���� ���
 ����

339bp 395bp 
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250 bp 
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�� �� ����� ����� ���� 	���� ���� (���&�)   

��554  �       ���� *'W�5�� ���G4 ���	�
 
���'�g 	��(�

.�
� 
� ��3� +�Z=�H�   *�4 �)�UBD    
��1� @�]�

*'() E�(]. E�f5. �� 
� &D�G
 �   � i������	4 
.�X[

    ���� ����1� 	��� 
��5��� o��
�% � ����'%�%8 -���56�)  

)19& 14-12.(  

 ���� -�� _�X.��UBD      �A	�3�% ��� 
=�G�
 	��}�. �

   ���5)� ���3� �����. �S�	�    �g *�4 ��
� �8 �UBD 

  ����� @��>A� .���� 	[r� ���	
 �A	3�% �� �
� -���

UBD D�G
 ��      ��j'�
� -��56�) � ��X4 
���	�
 ��)

  ) ��
� ���� P��>C P���C16( .    @��>�A� &��N�� *��

  ������ ��>����mRNA  �UBD   � ���
N��	X�A �� >����

) �
� ��� ���x. >�� �X4 ���	
17 &13.(  

  ���� -�=�� ��	� &*Z=�H� -�� ��mRNA  �gUBD 

*���� �� *5�A���% ��) ���� �A�� �   
���
�5� ��>� �

v�G� .��  ������� +��N�� ,X5� *5�A���% ��)  �� �� ��

��'
����� �g�=�.�% @c�      +��Z=�H� i��h�� ��	�� ��)

	A &��	'(C
� E)� .�5����  

Yan    -�m.�	�% ��>��� ������) �UBD   ��A�� ��

 ���� ���	
 *� N'X� ��	A�   e��5�. e��4 ��� ��   ���)

qPCR  �Tissue microarray )TMA( & �	'����
�

��� � +N� ������ �>��8   
�
�	� ���� 
����'(�)

 ��	:.����� ��8 +�Z=�H� a��'    @��>�A� *�4 ��� ��3� �)

 
�
N%�'�
 ��>��UBD � * �� E�]'(� ���*   ��S�	�

 �8 .���� 
j'�(� ��'
�'� ��h�� � ������    -��56�) ��)

 �������       *�� N'�X� ��	�A� �� 	��� D��� ��>��� *4 ���

���� ���	
 �� UBD   ��	�A� �� 	'�3�� 7.�	� *� 
T5� 

UBD �X}� 
� ���� )20.(  

*Z=�H� a��'�  �Ren ������) � ��� ��3�  ��>�� *4

 ����10FAT  C V��	� �� ����	�  �TNF )1TNFR   ���

Tumor necrosis factor receptor  	��(� � (NF-kβ 

)Nuclear factor- kappa B (@��>A� 
�  -��	��5� .����

  ��� �����TNF-α )Tumor necrosis factor-alpha (


�  ���� ����.10FAT �54 ��1� >�� �� )21.(  

Qing ������) �  ���� @��>A� 
j'(���10FAT  �

*GS	�  � ���� ���	
 �� ��	: 

�	� ����.����� �8   ��)

*(��]� ��  �D�G
  D�G�
 �� nG'c� ��)   �� ��) ��S�	� 

  5�. � ����	4 ���T'�
� ���	
 nG'c� e��  ��)�   �����

���T'
� � �8  � ��) ������ )� ���'(
�� � � ����
�	�� 

�8 +�Z=�H� .��� �5
��GA �>A� *4 ��� ��3� �)@� � ���� 

10FAT *GS	� �� � �����8� ��*��� � ��K8 ���
   � ����

 �S�	� �.Villous  �Villotubular   ����5��
��4���8 �

*���� E2�1� 
� ���� )22(.  

*���Z=�H� �� � &�����A �>���A�@�  �������10FAT  ��

D�G
     D�G�
 *�� �X�(� ���=�4 ����5�
��4 ��)   ���)

>�� �� ���T'
� �� ��=�4 
Z�X� _�c�    � ��>��= t�	�3.

>�� *���8  ��)cDNA *�  +�X[� ��
�  a���'� .�  +��Z=�H�

�8 *4 ��� ��3� �)  ����10FAT ����� ��( �� �A	3�% E

%���= P�W ��)    @�]� 
�2��1. ����5��
��4 *� E�W 

�	[r� ���) �23.( Oliva ����) ��  ����� @��>A� ��1� �

UBD  J��
�.TNF-α  �INFγ )Interferon-gamma( 

 �� ��	: 

�	� ����.����� �8  ���� �)��� ������ *4 ��� 

)���	   ���TNF-α  �INFγ      ����� 	'�3�� D	�'54 �����

������ �A	3�% 
� ��� )24(
� ��3� +�Z=�H� .   ��)�

  @��>�A� *4UBD       � 
�2��1. ���'A� ��� ��
� -����

���� ���	
 ��'
�'� ��)�5��	A    *'���� _��X.�� ��>� �

   ���554 ����� ��
� -��� *4 
�(����� ��� .����  �8 �

 *��4 ������UBD ��������. *��� 	��h5� ����5) &����� 
�

@����8 &��5�8 �� .�
� ��3� bc3�    
=���=�� ���)


���  E��1� @��]� ������.UBD  ���	��
 �A	��3�% �� ��

����   ���54 �. ��� &����� bc3� ���4 ��� *� ��>� �
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bW�� @�% ��	� ����x. ���� ��)    ���	�
 �� 
�1C8

���� ) �
� ��3� bc3� ��>� �25.(  

  *�4 �
� ��� ���� 
GX: +�]�]<. Q�
� 	�UBD 

 J
�.53p 
� E�f5.  ��	�� ��4 �� � ��	4��4 � ��	C

 �� �853p 
��� -����Z.  ������ @��>��A� -���56�) � ���54

UBD    ����� @)��4 *�53p     ��
� ���� ���� �X�(�

)26*���	� 
=��. �� @12 ��� q(  
(���UBD  P��>C

) �
� ��3�17 ���� &*Z=�H� -�� �� .(UBD  ���5� *�

   �� �	[r��� � E��1� 
��3]� *��4 
���g bW���� e���

@�%  ���� ���	�
 �� 
1C8      ��	�� �|��� *�� &��>�� �

@�%    ��S�	� �������� �� ��h� �3C��� 
5��II  �III 

    a���'� .��
� *�'A	C ��	: *2�. ���� 
S�	2 �� $%

  ��>���� *��4 ��� ����3�mRNA  *��� _����	�UBD  ��

�A�� �A�� � 
���	
 ��) ���. s�	�� ��)  @��>�A� �

 ���� @��>A� .�
� *'A��UBD  *����� �� �|�� *�   ���)

 �S�	� �� ��	A�II  �III .�� ���� ������  

�����<� ��   
�� *�Z=�H� -�� ��)     i��� *�� ����.

       ���K ����Z. *�G�2 �� +���N�� 
�W	� *�� 

	'
�

        ���� \��� &��X4 *�� ��'�
�'� &���� *'����	� ���T5=


� *4 ���� ����� ... � 
S�	2 ���.   �� 
��1� 	�[x�. �5

   	�C� .�5���� *'��� ���� ���	
 *� N'X� ������� ��]�

  ��S�	� -�� ���T5= ��K ��Z`� ��54 �. *FII  �III 

  ������ e��� �����5� *��� D����Z� ����� *��� ��'��
�'� �

@�% ���� ���	
 ��	� 
1C8    *�'A	C 	�f� �� ��>� �

     *�3��) ����T5= ���K ����� *4 	�� -�� ��� q�
� ���

 

�	� ����      ����: *�4 ��
� 
���`�� &���	�C ��	:

) �
� ����� 
:�� �<�28-27.(  

   
���
�5� ��� *4 �
� 
���>C -�=�� -��mRNA 

 �gUBD   *�� N'X� ��	A� ��G4 �A�� �� �� �g -�� ����

���� ���	��
  � ���
� ���� ����3� ��	���� �� ��>��� �

D�G
 �� �� �8 @]�     ������ 
�
�	� ���G4 �A�� ��)

 ��Z=�H� -���� a����'� .���
�
��� *  �A	��3�% �� ������.

@�% .��	C ,:�� 	[r� ���	
 �� 
1C8  

�'��a ��- *Z=�H� ��3� ��� UBD  ��
  �����.  @�]� 

E1� �  	[r��� ��  c�3.�b =�� ��* �  ���	�
 ���� � 

��>��� *��� �����5� ���e 	j����3� ��'��(
& �]'��(� �� 

*GS	� � &����. 	� ��1� *'��� ���� .56�)�-  ��
  ����. 

*� ��- 	�� ����� ����  *�4  �>�A��@ � ����> UBD  _��X.�� 

]'(���
 ��  ��S�	� II  �III �� ����� ���� .� ��-  7�=�H� 

+����N�� =�����* �� ���*��5 � @��]� UBD �5'��() � 

+�Z=�H� ��	'(C 	.� �	�� x.��� :��V @]�  �%�@  �1C8
 

��5)� � ��- &���� ���� ����  ��
� . ��'��a � ��-  *�Z=�H� 

��3� ��� *4 �� ��	A� ����� 97  �^��UBD ���� �
 ��� 

� �� ��	A� E=�
 ��- ��� *� 5  �^��@)�4 �
 ����.  

  

���#��3 � ��4�  

    ����2 ��	j�3)�|% ��j���� -�=�r(� �� *G�
� -���

   i��h�� �� *�4 k	� ��	1. �S�� 
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Abstract 
Background: Colon cancer is one major cause for cancer-related deaths. Ubiquitin D (UBD) and its 
alike proteins are signal transduction pathways with several cellular functions including DNA repair 
control. There is relation between increase in ubiquitin D and increase in p53 expression in a way that 
in many cases, this growth has accelerated the cancer progress. This study aimed to detect ubiquitin D, 
as a marker for the early detection of colorectal cancer and disease progress in patients.  

Methods: 30 samples of paraffin-embedded tissue blocks of patients with colorectal cancer and 10 
normal tissue samples were studied. Reverse transcription-Polymerase chain reaction (RT-PCR) 
testing to detect ubiquitin D gene and b-actin gene as an internal control was obtained. 

Findings: The size of RT-PCR product of ubiquitin D gene was 395 and the size of amplified b-actin 
was 350 bp. The RT-PCR of b-actin was positive in all samples. The RT-PCR products of 18 samples 
(95%) of male patients and 11 samples (100%) of female patients were positive. Only one sample had 
negative product. 

Conclusion: Considering the results, we can conclude that ubiquitin D, as a useful marker that is 
independent of tumor stage, plays an important role in the detection of colorectal cancer and its study 
is really important in identification and detection of early stages of disease. Results showed that the 
expression of the ubiquitin D in patients is 97% and it reduces to 5% in healthy people. 
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