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است که با وارد کـردن     (HPV) ی انسان يومای پاپل روسی عوامل ابتلا به سرطان گردن رحم، و       نیاز مهمتر : زمینه و هدف  

 گـر ی سـرطان ماننـد د  نیدر ا. شود ی سرطان مدتر،ی و در مراحل شد  ی پوست عاتی منجر به ضا   زبان،یژنوم خود به ژنوم م    

 نیی کـه از دو جـزء پـروت   باشـد  ی معکوس ماربرد   رونوشتمی آنزکیتلومراز .  دارد یی بالا انی تلومراز ب  میا، آنز ه سرطان

 شـده  لی، تـشک hTRبـه نـام    RNA یو تـوال  Human Telomerase Reverse Transcriptase (hTERT) به نـام  یکیتیکاتال

  .دی گردی بررسی سلول دو نوع ردهنی در اhTERT ژن انی بزانی مطالعه منیدر ا. است

 االله تهـران از خـرداد مـاه       مرکز تحقیقات نانوبیوتکنولوژي دانشگاه بقیه     )آزمایشگاهی(مطالعه تجربی    نیا: روش بررسی 

 استفاده Hela و Caskiی  سلول ردهي  ها نمونه از به صورت شاهدي     . مورد مطالعه قرار گرفت    1393 تا اردیبهشت    1392

 ـترت به که شد  ـتکن بـا ، هـا  سـلول  کـشت  از پـس . هـستند  HPV18 و HPV16 واجـد  بی  از پـس  ،Real-time PCR کی

 ـم ،Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GADPH)ی دائم ـ شـونده  انی بژن کمک با طیشراي ساز نرمال  زانی

  .شدی بررسی سلول رده دو در hTERT  ژنانیب

 Helaنـسبت بـه    Caskiی سـرطان ی سـلول  رده در hTERT ژن ، بیانReal-time PCRهاي نمودارهاي  طبق داده :ها یافته

 ـجینتـا  ،شتداري دااتفاوت آماري معن . را نـشان داد  =Student’s t-test، 0319/0P دسـت آمـده بـا اسـتفاده از روش     ه ب

 ـ  GraphPad Prism, version 5 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) افزار نرم در نمودارها ایج نیز ایـن نت

 .را تأیید کرد

ی سـرطان  روسیو رده هردوبراي تشخیص   ی  اختصاص مریپرای  طراح،  تلومراز انیب زانیمبه منظور بررسی    : گیري  نتیجه

HPV16 و HPV18 از توان یم روش نیا با .رسد یم نظر بهي  ضرور hTERT نـوع  تـر  قیدق و عیسر صیتشخ منظور به 

  .شود استفاده HPV18 ا یو HPV16 به وابسته رحم گردن سرطان

  .، سرطان زنان انسانیيلومای ویروس پاپ،تلومراز، سرطان گردن رحم :کلیدي کلمات

 

  
سرطان گردن رحم، چهارمین سرطان شایع زنان در جهـان اسـت          

سـرطان     ایـن    1.هاي دیگر زنان دارا است      که رتبه هفتم در بین سرطان     

 از %5/7 مــوردي در جهــان، 266000وت  بــا آمــار فــ2012در ســال 

   2.هاي ناشی از ابتلا به سرطان را به خود اختصاص داده است مرگ

  

طبق مطالعات انجام گرفته، میزان ابتلا به سرطان گردن رحم در ایـران     

لومـا  یویـروس پاپ   3. نفر در سال گزارش شده اسـت       100000 در   5/4

این . کند رحم ایفا میزایی سرطان گردن  انسانی نقش مهمی در بیماري

هاي گردن رحـم در سراسـر جهـان یافـت        رطان س %7/99 در   ویروس

دهد کـه سـطح فعالیـت تلـومراز بـا              نشان می  ها  پژوهش 4.شده است 

 رده در تنهـا  معمـول  طـور  بـه  تلـومراز  5.پیشرفت سرطان ارتباط دارد   

  مقدمه

 
  

 

  266 تا 260هاي  ، صفحه4 شماره ،74دوره ، 1395تیر مجله دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی تهران،   مقاله اصیل

  20/06/1395:      آنلاین19/06/1395:      پذیرش12/06/1395:      ویرایش23/07/1394: دریافت         چکیده
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 در و شـود  یم انیبی  انیروي  ها سلول وي  ادیبني  ها سلول ا،یزای  سلول

ی ن ـیجن تکامـل  طـول  در کیسـومات ي  هـا  سلول و ها بافت ازي  اریبس

 ـفعال ازیی  بـالا  سطح ، تومورها %90در بیش از     اما 6است خاموش  تی

 به بیان دیگر فعالیت تلومراز یـک عامـل          7.است شده مشاهده تلومراز

عنـوان    تواند بـه    هاي سرطانی است و می      کننده در نامیرایی سلول     تعیین

منجـر  هاي سرطانی مطرح باشد چراکـه      لولیک هدف مولکولی در س    

 8.شــود بــه ثبــات تلــومر و در نتیجــه همانندســازي نامحــدود آن مــی

توانـد روي بقـاي       اند که مهار تلـومراز مـی        داده  مطالعات زیادي نشان    

  9.هاي سرطانی تأثیر گذارد زیستی سلول

 زا متــشکلی نییبونوکلئــوپروتیر کمـپلکس  ک یــیانــسان تلـومراز 

 Human Telomerase Reverse معکــوس پتــازیکر ستــران نیپــروتئ

Transcriptase, hTERT جــزء و RNA (hTR) اســت .hTERT تنهــا 

 ـبني  هـا  سـلول  ماننـد  ،یخاص ـی  ن ـیجني  ها درسلول  رکننـده یتکثي  ادی

 ـب. شود یم انیبی  سرطاني  ها سلول و دیجدي  ها بافت  در hTERT انی

. کنـد  یم متوقف اري  ریپ و دیتجد را تلومراز تیفعال نرمالي  ها سلول

 ـب در تلـومراز  میآنـز  تیفعال ی سـخت  بـه  کیسـومات ي  هـا  بافـت  شتری

 ـپ رشته سنتز نقص علت به تلومرهای عن یشود، یم داده صیتشخ   روی

DNAدر ،شـده  کوتـاه ی  سـلول  میتقـس  هـر  با ،یینها دازشپر عیوقا و 

 تلـومر ي  hTR) RNA یـی RNA جزء 10.شود یمي  ریپ به منجر تینها

 ایی  نییپروت واحد ریز و کند یم عمل ازتلومري  الگو وانعن  به) یانسان

hTERT، 11.بخشد یم سرعت را تلومر سنتز واکنش   

hTR ـفعال گـرفتن  نظر در بدون ها بافت تمام در   بـه  تلـومراز  تی

 ـییپروت جز مقابل، در 12.شود یم انیبیی  بالا زانیم  از کمتـر  hTERTی  ن

 ـنزد ارتبـاط  انگریب هک 13شود یم انیب سلول هر دری  کپ پنج تا یک  کی

 hTERTشایان ذکر اسـت کـه        14.باشد یم سلول در تلومراز تیفعال با

 بـه  راینـام ي  هـا  سـلول  در و بوده سرکوب نرمالي  ها سلول در عمدتاً

   5.شود یم انیب شدت

سـرطان  عامـل اصـلی   ویروس پاپلیوماي انسانی که     آلودگی با   در  

وان یک شاخص ابتلا    عن  ه ب hTERTشدن بیان    فعالاست،  گردن رحم   

به سرطان و همچنین مهار این بیـان بـه عنـوان روشـی بـراي درمـان                 

جا که شایعترین انواع ویـروس        از آن  . قرار گیرد  بررسیتواند مورد    می

 16اند انواع     پاپلیوماي انسانی که در سرطان گردن رحم شناسایی شده        

طح  به همین دلیل تحقیق حاضر به منظور بررسـی س ـ          15، هستند 18و  

  .هاي آلوده به این دو نوع انجام شده است  بر روي سلولhTERTبیان 

  
  

 ـ   نیدر ا   ـآزما (ی مطالعـه تجرب  سـرطان ی  سـلول  رده دو،  )یشگاهی

 Hela و) 16ی  انـسان  ومـا یپاپل روسی ـو بـه  آلوده( Caski رحم، گردن

 جموعـه از مخریـداري شـده     ) (18ی  انـسان  ومایپاپل روسیو به آلوده(

در مرکــز تحقیقــات نــانوبیوتکنولوژي دانــشگاه علــوم ) CLSی ســلول

 مـورد  1393 تـا اردیبهـشت   1392االله تهران از خرداد ماه      شکی بقیه پز

  . قرار گرفتبررسی 

-RPMI 1640 ) Sigma طیمحــ در مــشابه طیشـرا  در هــا سـلول 

Aldrich, Ireland( ــاو ــرم% 10ي حـ ــ سـ ــاو نیجنـ  ,FBS(ي گـ

BioWhittaker®, Lonza, Ireland( نیلیســ یپنــ کیــوتیب یآنتــ% 1 و 

U/ml 100– ـاسترپتوما   ,μg/ml 100 )BioWhittaker®, Lonza نیسی

Ireland( ییدما طیشرا در انکوباتور در C
 داده کـشت % Co2 5 با 37 °

 در البتـه  و شـده  ضیتعـو  هفتـه  هـر  در بار دو ها نمونه طیمح. شدند

ي بـرا  ا ی ـ شده داده پاساژ 70-%80 تا ها سلول تیظرف پرشدن صورت

هاي سلولی پـس از       مانده مواد و رده      باقی .شدند گرفته کار به استخراج

 هـا  سلولي  محتو فلاسک %80 حداقل که یهنگام . شد حذفاتوکلاو  

 ـک از استفاده بای  سرطانی  سلول رده دو هر RNA شد، پر  Tripure تی

 RNA خلـوص  زانی ـم سـپس . شـد  اسـتخراج  آن تکـل وپر بر اساس 

تـا   RNA اسـتخراج    .شـد ي  ری ـگ هانـداز  نـانودراپ  بـا  شـده  تخراجاس

ین، به  یو پروت  DNAو حداقل میزان     RNAآمدن غلظت بالاي      دست هب

 اسـتفاده  با RNA رشته ازبار پس از استخراج      دفعات تکرار شد و هر    

ــته Bioneer ،cDNA تیــک از ي مرهــایپرا µl 2 آنی طــ کــه شــد هی

oligo(dT)18 (ROSH) نمونه و RNA زانیم به µg 5 آب و Deps  تـا 

. شـد  افـزوده  RocketScript RT PreMixي هـا  بویت به µl 20 حجم

C ییدما برنامه با کریترموسا در نمونه
C قه،یدق یکي  برا 37 °

 به 55 °

C و ساعت یک مدت
 نـان یاطمي  برا .گرفت قرار قهیدق پنجي  برا 95 °

  . شد استفاده PCRاز  ها نمونه در موردنظر ژن بودن از

 ـترک در الگـو  نمونـه  عنـوان  بـه  شـده  آماده cDNA از  µl 50 بی

 ـپ مریپرا از ک ی هر از µl 3 يحاوي  رتیماکرول  ـپ و روی  ،mM 10 شروی

µl 5 بافر PCR 10x ،2  تریمـاکرول Mgcl2 mM) 50(، µl 1 dNTPs و 

 بـه  زیونـا ید آب بـا  که شد استفاده) Tag) units/ml 50 تریماکرول 5/0

ــم ــر units/ml 50 حج ــایپرا. دیس ــوردي مره ــتفاده م ــامل اس -′5 ش

TATGTCACGGAGACCACGTT-3′ 5 و′-GTGCTGTCTGATT 

  بررسی روش 
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CCAATGC-3′) SinaClon BioScience Co., Tehran, Iran ( ي بـرا

mRNA ژن hTERT ــا ــصول ب ــهی مح ــول ب ــت 93 ط ــاز جف -′5 و ب

TGCACCACCAACTGCTTAGC-3′ 5 و′-GGCATGGACTGT 

GGTCATGAG -3′ )SinaClon BioScience Co., Tehran, Iran (

 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ژن mRNAي بــرا

(GADPH) در بودنــد  بــاز  جفــت 81 آن محــصول  کــه PCR در       

 ,Thermal Cycler (Mastercycler, Eppendorf AG دســـتگاه

Hamburg, Germany) برنامه با C
 در سپس و قهیدق سه مدت به 95 °

C يادماهي  برا چرخه 30
C ه،یثان 30 مدت به 94 °

 30 مـدت  به 55 °

C و هیثان
    يدمـا  در قـه یدق پـنج  آن از پـس  و قهیدق یک مدت به 72 °

C
 GAPDH و hTERT ژن دو هر PCR محصولات. گرفت قرار 72 °

   .شدی بررس %12 دیلامیآکر یپل ژلي روی سلول رده دو هر در

        از ،Real time PCR تـست  بـا  نمونـه ی کم ـ سـنجش  منظـور   بـه 

 ـک  ,SYBR® Green PCR QuantiTectTM (QIAGEN GmbH تی

Hilden, Germany) شد استفاده .  

 2x QuantiTect SYBR Green PCR ماکرولیتر 10 تست نیا در

Master Mix (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany)  از هر یـک از ،

 ب بــه تیــوµg 1  بــه میــزانcDNA و از نمونــه µmol 5/0 پرایمرهــا

   بـه Depc-treated water اضافه شـده و حجـم آن بـا    µl 2/0ریپ است

ml 20  از نمونـه الگـو      .  رسانده شدcDNA  ، و 10/1،  1هـاي    غلظـت    

µl 1000/17500 دستگاه از.  تهیه گردید Real-time PCR (Applied 

Biosystems, Austin, TX, USA) بـر . شد استفاده واکنش انجامي برا 

 هردو در hTERT ژن انیب زانیم حاصل،ي  اه یمنحن نوع و CT حسب

 ـمقا دری  سرطان سلول  ـدا ژن بـا  سهی  ـب می  مـورد  GAPDH شـونده  انی

تست حاضـر پـس از بررسـی مطالعـات مـشابه،             .گرفت قراری  بررس

در هـردو رده   GAPDHو  hTERTطـور همزمـان بـراي هـردو ژن            به

   و 10/1،  1 دسـتگاه، از هـر غلظـت       run در هر    Caskiو   Helaسلولی  

µl 1000/1   سازي شد تـا تکرارهـا        تیوپ با شرایط مشابه آماده     دودر

البته مـشابه تـست حاضـر بـا       . قابل اعتماد بوده و میزان خطا کم شود       

ــتگاه  ــدل Real-time PCRدس  Rotor-Gene 6000 (QIAGEN م

GmbH, Hilden, Germany) نیز انجام شده بود که با توجه به دقت و 

، تکرارهـاي بعـدي   Real-time PCR 7500 دسـتگاه حساسیت بـالاي  

       هـاي آن     با این دستگاه انجام شـده و گزارشـات بـر پایـه داده              همگی

  .ارایه شد

  
  

 ـ قطعـات ی  اختـصاص  ریتکث  شـدن  جفـت  عـدم  نظـر،  مـورد ی  ژن

 اسـتفاده  بـا  ژن هري  برای  راختصاصیغ قطعات ریتکث عدم و آغازگرها

 ـب تیوضـع  همچنـین  ،شـد  نییتع ذوبی  منحن از  بـا  hTERT ژن انی

ی بررس ـ نمونه دو هر در تستي  تکرارها در Ct نیانگیم زانیم سهیمقا

 در hTERT ژن ذوب نمودار  در که همانطور). 5 تا   1 هاينمودار (شد

 شـود،  یم مشاهده )2ر  نمودا( Hela سلول و )1 نمودار (Caski سلول

 سطح شیافزا ،hTERT ژن تغلظ شیافزا با متناسب نمونه دو هر در

   .شود یم مشاهده ژن انیب

 ـن GAPDH کنتـرل  ژني  بـرا  مشابهي  روند  سـلول  دو هـر  در زی

Caski و Hela ژن ذوب نمـودار  بیترت به که .شد دهید GAPDH در 

 گـزارش  در. شـود   می مشاهده 4 و 3 نمودار در Hela و Caski سلول

 ـانیب آستانه سطحي نمودارهای  بررس بر علاوه ،یینها  بـا  جینتـا  ،Ct ا ی

  . شدی بررس Student’s t-testي آمار تست

 بـا  ABi حاصل از دستگاه Real- time PCR تستیی نهاي ها داده

 ,.GraphPad Prism, version 5 (GraphPad Software, Incافـزار   نرم

San Diego, CA, USA)  هـاي حاصـل از ژن     بـا اعمـال دادهhTERT    

  هـونـوان نمـ به عنGAPDHم بیان شونده یدابه عنوان ژن اصلی و ژن 

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .Caskiدر سلول  hTERT ذوب ژن :1نمودار 

  .1000/1رقت ) 3 .10/1رقت ) 2 کی رقت )1

  ها هیافت
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  .Hela سلول در hTERT ژن ذوب :2نمودار 

  .1000/1 رقت) 3 10/1 رقت) 2 ک یرقت) 1

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .Caski ولسل در GAPDH ژن ذوب :3نمودار 

  .1000/1 رقت) 3 10/1 رقت) 2 ک یرقت) 1

  
   ).5 نمودار(شاهد، مورد آنالیز آماري قرار گرفت 

 ـمقا از آمـده  دست هب ينمودارها طبق  Hela نمونـه  هـا،  نمونـه  Ct سهی

 ـم کـه  اسـت  نموده آغاز را hTERT انیب Caski نمونه از تر عیسر  زانی

  هـجینت. است موضوع نیا دهنده  نشان گوناگوني ها رقت در Ct نییپا

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  . Hela سلول در GAPDH ژن ذوب :4 نمودار

  .1000/1 رقت) 3 10/1 رقت) 2 ک یرقت) 1

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 روش بهی سرطانی سلول رده دو در hTERT ژن انیب زانیم سهیمقا :5 نمودار

Student’s t-test ي آمار افزار نرم باGraphPad ،0319/0P=.  

  
Student’s t-test 0319/0 باP= ـب زانیم تفاوت بودن معنادار انگریب   انی

hTERT ـا کـه  بـود  مطالعـه  مـورد ی  سرطان نمونه دو در   در جـه ینت نی

ی خـوب  بـه  و )4 و   3 و   2 و   1نمودارهـاي   (فوق ارایه شد    ي  نمودارها

  .ددا نشان Caski نمونه در را مطالعه مورد hTERT ژن بالاتر انیب
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Bryce ـب زانیم بری  مبنی  گزارش همکارانش و   در hTERT ژن انی

  . دادند هیارا Hela و Caski جمله از ها سلولی برخ

 ـب زانیم ها آن گفته بر پایه   ،Caskiی  سـلول  رده در hTERT ژن انی

 Hela سـلول  در و سلول هر در رونوشت 11 تا 9 نیب متوسط طور به

ایـن   16.رسد یم سلول هر در ونوشتر 10 تاپنج   نیب نیانگیم طور به

گزارش جز محدود گزارشات در دسترس و نزدیک به موضوع مـورد            

 ـمقا لحـاظ  بـه  مـا ي  هـا  افتـه یمطالعه است کـه       ـب سهی  در hTERT انی

 در ایـن دو رده  hTERT از تفاوت بیـان ژن  Hela و  Caskiيها نمونه

 ـب چراکـه . داشـت  مشابهت جینتا نیاسلولی با     ـا انی  ولسـل  در ژن نی

Caski ی  سرطان نمونه از بالاترHela  ـ .بـود   مـوارد   ،جـز ایـن مـورد      ه ب

  .مشابهی در خصوص این دو رده سلولی مشاهده نشد

 05/0 صـفر  هیفرض ـي مبنـا  بـر  Student’s t-test جینتا به توجه با

 ـپا بر ماي  ها افته ی در آمده دست هب =GraphPad، 0319/0P افزار نرم  هی

 ـم ،داد نشان hTERT انیب  ـب انزی ی سـلول ي  هـا  رده در hTERT ژن انی

 حاصلي  نمودارها که شتداي  معنادار تفاوت Hela و Caskiی  سرطان

ی خـوب  بـه  نمودارها نیا. بود آن دکنندهییتأ زین Graphpad افزار نرم از

ي بــرا. نــدادد نــشان رای ســرطان نمونــه دو در hTERT انیــب تفــاوت

 رده هردو که لومرازتی  اختصاص مریپرای  طراح هدف، نیا بهی  ابیدست

 صیتشخ را رده هر تنوع البته و HPV18 و HPV16ی  سرطان روسیو

   .رسد یم نظر بهي ضرور ،دهد

 و عیسـر  صیتـشخ  منظـور  بـه  hTERT از تـوان  یم روش نیا با

 ـ و HPV16 بـه  وابـسته  رحـم  گـردن  سرطان نوع تر قیدق  HPV18 ا ی

 مـشاهده  بـا . ردک ـ اقدام تر یتخصصی  درمان حل ه را هیارا به و استفاده

 بـر  اسـتناد  بای  سرطاني  ها سلول در hTERT ژن انیب دارامعن اختلاف

ی بخـش  سـرعت ي  بـرا  رای  مناسـب ي  کارهـا  راه تـوان  یم حاصل، جینتا

 و شرفتیپ کنترل منظور به HPV18 و HPV16ی  آلودگ نوع صیتشخ

  .کردی طراح رحم گردن سرطان درمان تیریمد

نامه مقطـع کارشناسـی       پایانمطالعه حاضر بخشی از     : سپاسگزاري

 در رده   hTERTبررسـی میـزان بیـان ژن        "ارشد ژنتیک تحت عنـوان      

باشد کـه در       می 93 در سال    "(Caski)هاي سرطانی گردن رحم       سلول

. االله تهران انجام پذیرفت    مرکز تحقیقات نانوبیوتکنولوژي دانشگاه بقیه    

 هـاي مـادي و معنـوي دکتـر حمیدرضـا جـوادي و مرکـز                 از حمایت 

جنـاب  ویژه   ه ب االله هیبقی  پزشک علوم دانشگاهی  شناس روسیو قاتیتحق

  .گردد آقاي مهدي تات قدردانی می
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Background: Human papilloma virus (HPV) is one of the most important factors in 

cervical cancer. Viral sequences are integrated into the host cell genome. In mild cases 

the virus causes skin damages, in severe cases it leads to cancer. Like many other can-

cers, telomerase gene expression was increased in cervical cancer. This enzyme is a re-

verse transcriptase that contains two common subunits: i) catalytic protein called hu-

man telomerase reverse transcriptase (hTERT) and, ii) RNA sequence called hTR. 

hTERT expression is hardly found in any somatic tissues. Detection of high telomerase 

activity in human cells, lead to tumor genesis. So hTERT can be used as a diagnostic 

tool in cancer detection. 

Methods: This experimental study was carried out from May 2013 to April 2014 in 

Nanobiotechnology Research Center, Baqiyatallah University of Medical Sciences in 

Tehran, Iran. Caski and Hela cancer cell lines were used which contain HPV16 and 

HPV18 respectively. Cell lines were cultured and total RNA was extracted. Following 

normalization agent glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GADPH), hTERT 

expression level was determining by real-time PCR method. For each sample, the ex-

pression level of hTERT and GAPDH were quantified as copy numbers (per reaction) 

using the standard curve. Finally, hTERT levels in Hela and Caski cell lines were com-

pared quantitatively by t-test using GraphPad statistic software version 5 (San Diego, 

CA, USA).  
Results: According to the charts real-time PCR, hTERT gene expression in Hela and 

Caski cancer cell lines is significantly different (t=0.0319). 
Conclusion: All results confirm that hTERT expression levels in Hela and Caski cell 

lines are significantly different and the level of hTERT expression in the Caski cell line 

was slightly higher than that of Hela cell line. The significant difference between 

hTERT mRNA expression levels reported here could be used as a tumor marker for 

HPV16 and HPV18 in cervical cancer. 
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