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Abstract 
 
Background: Sodium butyrate (NaBr), a histone deacetylase inhibitor, has emerged as a promising 
anticancer drug for multiple cancers. The aim of this study was to investigate the effect of sodium butyrate 
on the changes in the expression of the Bid gene in human colorectal cancer cell line.  
Materials and methods: HT-29 cell line was cultured. Cells were treated with different concentration of 
NaBr (from 6.25 mM to 200mM) for 24, 48 and 72 hours. Cytotoxicity and IC50 were evaluated by MTT 
assay. The effect of NaBr on Bid gene expression was examined by PCR and qRT-PCR.  
Results: The IC50 for 24, 48, and 72 hours were 95mM, 25mM and, 12.5mM respectively. Antiproliferative 
activity of NaBr was dependent on time and dose manner. The results of real time PCR showed that the 
expression of Bid gene in treated cells with IC50 concentration increased significantly (p<0.05) in comparison 
with the control group. 
Conclusion: The results showed that NaBr inhibited the growth and induced apoptosis in the HT-29 cell line 
which can be due to the increase in Bid gene expression. So, the change in expression of the apoptosis genes 
can effect by histone deacetylase inhibitors. 
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  دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

  50تا  40صفحات ، 99بهار ، 1، شماره 30 ورهد

  

اثر سدیم بوتیرات به عنوان مهار کننده هیستون داستیلاز بر روي تغییر بیان ژن 

Bid  در رده سلولیHT-29 سرطان کولون انسانی 

 3شعبانی، مهدي 2مجرد-، احسان ناظم الحسینی 1فلورا فروزش ،1نجمه امیري

     
 گروه ژنتیک، دانشکده علوم و فناوري هاي نوین، علوم پزشکی تهران، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران 1
 هاي گوارش و کبد، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران، ایرانهاي گوارش و کبد، پژوهشکده بیماريگروه سرطان، مرکز تحقیقات بیماري 2
 دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران، ایرانگروه ایمونولوژي،  3

   کیدهچ

درمان که به عنوان داروي ضدسرطان امیدبخشی براي است مهار کننده هیستون داستیلاز  (NaBr)سدیم بوتیرات  :سابقه و هدف

در رده سلولی سرطان کولون  Bidبیان ژن بر روي تغییر  NaBrبررسی اثر  ،ظهور کرده است. هدف از این مطالعه يهاي متعددسرطان

 . استانسانی 

) تیمار شدند و سمیت mM200الی  NaBr )mM25/6هاي مختلف ها با غلظتکشت داده شد. سلول HT-29رده سلولی  :روش بررسی

   .شدبررسی   qRT-PCRو  PCRهاي به صورت کیفی و کمی با روش Bid. سپس تغییرات بیان ژن شدتعیین   MTTبا تست IC50سلولی و 

و است mM5/12و  mM95 ،mM25ساعت به ترتیب  72و  48، 24هاي در زمان HT-29هاي مناسب براي تیمار سلول 50ICغلظت  ها:یافته

تواند سبب می 50ICدر غلظت  NaBrنشان داد  time PCR-Realوابسته به دوز و زمان است. نتایج حاصل از  NaBrخاصیت ضد تکثیري 

  .)>05/0p( شود Bidدار  بیان ژن نیافزایش مع

 Bidتواند ناشی از افزایش بیان ژن د که میوشمی  HT-29باعث مهار رشد و القا آپوپتوز در رده سلولی  NaBr نشان دادنتایج  :گیرينتیجه

  .هاي هیستون داستیلاز تغییر کندتواند تحت تاثیر مهارکنندهباشد. لذا تغییر بیان ژن هاي آپوپتوزي می

 .HT-29، سدیم بوتیرات، Bidکولورکتال، ژن سرطان  واژگان کلیدي:
  

  1مقدمه

) چهارمین عامل مرگ مرتبط با سـرطان  CRCسرطان کولون (

در جهان است. در اروپا، آمریکاي شـمالی، اسـترالیا و نیوزلنـد،    

این سرطان دومین عامل مرگ، بعد از سـرطان ریـه یـا سـینه     

شـی از آن در حـال افـزایش اسـت     که آمار مرگ و میر نااست 

هاي تغییـر فیزیولـوژي   ). توانایی فرار از آپوپتوز یکی از علت1(

. آپوپتوز طی دو مسیر اصلی اتفـاق  استسلول و ایجاد سرطان 

                                                
: تهران، دانشکده علوم و فناوري هاي نوین، علـوم پزشـکی تهـران، دانشـگاه آزاد     آدرس نویسنده مسئول

 )  email: : f8forouzesh@gmail.com( اسلامی ، دکتر فلورا فروزش

ORCID ID: 0000-0002-2747-3479  

    3/11/97: تاریخ دریافت مقاله

  7/3/98: تاریخ پذیرش مقاله

   آغـاز   FASافتـد. مسـیر خـارجی از طریـق گیرنـده مـرگ       می

از  C شــود و مســیر داخلــی باعــث آزاد شــدن ســیتوکروممــی

شود. این دو مسیر هاي مرگ میشدن پیام میتوکندري و فعال

شـوند.  به یکدیگر مرتبط مـی  BIDتوسط مولکول رابطی به نام 

هر دو مسـیر یـک وجـه اشـتراك دارنـد کـه آن فعـال کـردن         

هاي مهم تشـکیل دهنـده   کاسپازها است. یک گروه از پروتئین

هسـتند. خـانواده    Bcl2هـاي خـانواده   مسیر داخلـی، پـروتئین  

Bcl2 ل دو گـروه، اعضـاي آنتـی آپوپتوتیـک؛ شـامل      خود شام

Bcl2 ،Bclw ،Bclx1    ــامل ــک؛ ش ــاي پروآپوپتوتی ، Bakو اعض

Bax ،Noxa ،Puma ،Bax ،Bim  وBid 2-5( است .(BID   جـز

کـه بـراي   است  BH3است و فقط حاوي دومین  Bcl2خانواده 

و براي فعالیـت پـیش    Bcl-2هاي خانواده ارتباط آن با پروتئین

 
Original 
Article 
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نقـش مهمـی در مسـیر پیـام      BIDد نیـاز اسـت.   مرگی آن مـور 

هاي به واسطه پروتئین BIDرسانی آپوپتوز برعهده دارد، چرا که 

Bcl2 هاي مرگ را به مسیر پیام رسانی مسیر پیام رسانی گیرنده

هـاي مـرگ،    کنـد. لیگانـدهاي گیرنـده   میتوکندریایی مرتبط می

را   BIDتئین ، پـرو 8کنند، و متعاقبا کاسـپاز را فعال می 8کاسپاز

شـود کـه در آزاد   آزاد مـی  C-terminalدهد و بخشی از برش می

 ).6کند (از میتوکندري همکاري می Cسازي سیتوکروم 

 ـ   Bcl2با پیشرفت تومور، مقدار بیان  ه هـاي آنتـی آپوپتوتیـک ب

   کنـد. پـیش بینـی    اي افـزایش پیـدا مـی   صورت قابل ملاحظـه 

هـاي  یدا کند. در سرطاننیز افزایش پ Bidشود که بیان ژن می

دهـد  مختلف بیان این ژن مورد بررسی قرار گرفته که نشان می

هاي مختلف مقدار بیـان نسـبتا ثـابتی    این ژن در میان سرطان

دهـد  ها نشان مـی در انواع سرطان Bidدارد. تفاوت اندك بیان 

) امـا  %6بسیار نادر است (چیـزي در حـدود    Bidکه موتاسیون 

اومت بیمـار نسـبت بـه شـیمی درمـانی در      همین تفاوت با مق

 8و  7، 6هاي که با حذف هلیکس Bidارتباط است. جهش در 

همراه است باعث کاهش توانایی مولکول در القا آپوپتوز و مرگ 

هـاي  در انـواع سـرطان   BID). بیان پروتئین 7شود (سلولی می

انسانی بررسی شده است و نتـایج نشـان داده کـه بیـان آن در     

طـور  ه هاي مختلف و مراحل مختلف پیشرفت تومـور ب ـ سرطان

 ).8قابل ملاحظه اي متفاوت است (

شناسایی تغییرات قابل وراثت در بیان ژن که نتیجه وقایع اپـی  

ــی  ــراي پیشــگیري،  اســتژنتیک ــایی ب ــه راه کاره ، ســبب ارائ

تشخیص زودرس و درمان سرطان است. استیلاسیون هیستون 

ژنتیکی هستند که الگوهـاي   تغییرات اپی DNAو متیلاسیون 

توان به عنوان عامل قابل وراثت در نظـر  اپی ژنتیکی آنها را می

گرفت، که ارسال صحیح وضعیت کروماتین و پروفایل بیان ژنی 

هاي انسـانی،  کنند. در سرطانهاي سلولی تامین میرا در نسل

و استیلاسـیون هیسـتون، بـه     DNAالگو و سطوح متیلاسیون 

هـا،  ). استیلاسـیون هیسـتون  9کند (تغییر می يطور چشمگیر

کند و به فاکتورهاي رونویسی اجازه ساختار کروماتین را باز می

: HDAC( هـاي هیسـتون داسـتیلازها   دهـد. آنـزیم  فعالیت می

Histone deacetylase   هـا،  )، به علـت داستیلاسـیون هیسـتون

تواننـد بـه عنـوان    سبب فشـرده شـدن کرومـاتین شـده و مـی     

هــاي هیســتون رونویســی عمــل کننــد. مهارکننــده ســرکوبگر

ــتیلاز ( ــه HDACi :Histone deacetylase inhibitorداس ) ب

صورت انتخابی رونویسی ژن را با تغییر در کروماتین و تغییرات 

دهنـد.  هـاي دخیـل در رونویسـی، تغییـر مـی     ساختار پروتئین

HDACi به ها از لحاظ ساختاري، ترکیبات متنوعی هستند که

) و سـبب توقـف   10(کنند عمل می یعوامل ضدسرطان صورت

) و درمحـیط  In vivoرشد سلول سرطانی یا آپوپتـوز در بـدن (  

). توسـط داروهـاي اپــی   11شــوند (مـی  )In vitroآزمایشـگاه ( 

-ژنتیکی، امکان بازگشت بیان نابجاي ژن در ارتباط با بیمـاري 

انی هاي مختلف وجود دارد و همین امر آنها را براي هدف درم ـ

ــر  12ضــروري کــرده اســت ( ــاه زنجی ). اســیدهاي چــرب کوت

)SCFA :Short chain fatty acid عمــده محصــول تخمیــر ،(

باکتریایی حاصل از فیبرهاي غذایی هضم نشده در روده بـزرگ  

هستند. اسیدهاي چرب کوتاه زنجیر، بـه خصـوص پروپیونـات و    

یـر  هاي سرطانی کولون سبب جلوگیري از تکثبوتیرات، در سلول

). بوتیرات همچنین نقـش  13شوند (ها و القاي آپوپتوز میسلول

خود را به عنوان مهارکننده هیستون داستیلاز، در تـامین انـرژي   

هاي سرطانی کولـون و  هاي کولون، القاي آپوپتوز در سلولسلول

). سدیم بـوتیرات در روده  14کند (اي ایفا میکاهش التهاب روده

هاي غـذایی، وجـود دارد.   عنوان متابولیت انسان در غلطت بالا، به

در محیط آزمایشگاه، سدیم بوتیرات نقش قدرتمندي را در مهـار  

   هـاي سـرطانی و ایجـاد آپوپتـوز ایفـا      رشد و القاي تمـایز سـلول  

اي کـه  ). بنابراین، سدیم بوتیرات به عنوان مـاده 16، 15کند (می

کولون و  روي کاهش فاکتورهاي خطري که در اتیولوژي سرطان

). داروي 17شـود ( ایجاد آدنوما درگیر هستند، در نظر گرفته می

هـاي بـدخیم   آل، دارویی است کـه بـراي سـلول   ضدسرطان ایده

داشـته  طبیعـی  هاي سمی باشد و کمترین سمیت را براي سلول

باشد. امروزه، تعداد محدودي داروي قابل دسترس با این ویژگـی  

نابراین، تولید داروهاي انتخـابی  براي مصرف بالینی وجود دارد؛ ب

د کـه  ندهها نشان میداده ).13براي سرطان حائز اهمیت است (

هــاي رونویســی و ســدیم بــوتیرات روي بیــان ژن، فعــال کننــده

هاي سرطانی اثرگـذار اسـت، امـا    استیلاسیون هیستون در سلول

). بـا توجـه بـه    18اثـر بسـیار کمـی دارد (   طبیعی هاي در سلول

هـا و اثـر   هاي هیستون داسـتیلاز در سـرطان  کننده اهمیت مهار

بـه   Bidها، و همچنین اهمیـت ژن  آنها بر روي تغییرات بیان ژن

عنوان رابط بین دو مسیر مرگ برنامه ریزي شـده سـلول، مـرگ    

ــه عنــوان   ــوتیرات ب آپوپتوتیــک، در ایــن پــژوهش اثــر ســدیم ب

در رده  Bidمهارکننده هیستون داستیلاز بر روي تغییر بیـان ژن  

     .شدبررسی  HT-29سلولی سرطان کورکتال انسانی، 

  

  مواد و روشها

 کشت سلول  

از مرکز ملی ذخـایر ژنتیکـی و زیسـتی ایـران      HT-29رده سلولی 

 10انگلسـتان) بـا   – RPMI-1640 )Gibcoتهیه و در محیط کشت 

% FBS )Biosera  - استرپتومایسـین  هـاي بیوتیـک  کانادا) و آنتـی 
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μg/ml) 100) (Gibco -  و پنـی (سـیلین  انگلسـتانU/ml)  100( 

)Gibco -  5، گـراد درجه سانتی 37انگلستان)، در انکوباتور با دماي 

%  Co280هـا  کشت داده شد. پس از اینکه سـلول  % 95 رطوبت و 

سطح فلاسک را پر کردند، پاساژ داده شـدند. سـپس آزمایشـات     %

 .شدندروي رده سلولی آغاز 

  

  هاي زندهلولشمارش و تعیین درصد س

انجـام شـد.    Trypan blue exclusionشـمارش سـلولی بـه روش     

-trypsin %0.25هـا توسـط محلـول    براي این منظور، ابتدا سـلول 

EDTA )Gibco–   انگلستان) تریپسینه شدند و پس از سـانتریفیوژ

میکرولیتــر از  25بـه رســوب ســلولی محــیط کشـت اضــافه شــد.   

ــا  ــو میکرولیتــ 25سوسپانســیون ســلولی ب  % 4ر رنــگ تریپــان بل

)Sigma -  دقیقـه، بـا اسـتفاده از لام     1امریکا) مخلوط شد. پس از

هـا شـمرده   هموسیتومتر نئوبار و زیـر میکروسـکوپ نـوري سـلول    

  شدند.  

  هاي زنده با استفاده از فرمول زیر انجام شد:محاسبه درصد سلول

(%)  =(کــل ســلول شــمارش شــده/ تعــداد ســلول زنــده) ×  100
Viability  

ها در هر میلی لیتـر از رابطـه   سپس شمارش و تعیین درصد سلول

  زیر محاسبه شد.

تعداد سلول شمارش شده در هر مربـع لام  ×  410× (ضریب رقت) 

  تعداد سلول درهر میلی لیتر =هموسیتومتر نئوبار 

  

  بهینه سازي تعداد سلول  

بهینه کردن تعداد سلول به این منظور است که مشـخص شـود در   

سـاعت) چـه تعـداد     72و  48، 24هاي مختلف انکوباسـیون ( نزما

سلول مناسب است. یعنـی بایـد تعـداد مناسـب سـلول را قبـل از       

هــاي مختلــف انکوباســیون هــاي تیمــار در زمــانگذاشــتن تســت

مشخص کرد. زیرا سرعت رشد هر سلول متفاوت است. بـراي ایـن   

هـزار   20هزار سـلول الـی    400هاي سلولی مختلف از منظور رقت

 24حفره کاشته شـد و در سـه زمـان مختلـف      96سلول در پلیت 

درجـه سـانتی    37ساعت داخل انکوبـاتور   72ساعت و  48ساعت، 

گراد قرار داده شد. براي هر حفره بـا تعـداد مشـخص سـلول، سـه      

 يتکرار در نظر گرفته شد. پـس از زمـان انکوباسـیون، میـزان بقـا     

ــلول ــنجی    ســــ ــگ ســــ ــا روش رنــــ ــا بــــ  MTTهــــ

)Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide مـــــورد (

  ارزیابی قرار گرفت.

    MTTبررسی سمیت سلولی توسط تست 

ــوتیرات  جهــت بررســی ســمیت غلظــت  ــف ســدیم ب هــاي مختل

)mM200 ،mM150 ،mM100 ،mM50 ،mM20 ،mM5/12 ،

Mm25/6  50هـاي سـرطانی و تعیـین    ) بر رشد و تکثیـر سـلولIC 

)half maximal inhibitory concentration از روش ،(MTT 

-هاي تیمار شـده بـا غلظـت   سلول ي. سپس درصد بقاشداستفاده 

 هاي مختلف سدیم بوتیرات از فرمول زیر محاسبه شد.  

سلول هاي تیمار شده /  در تولیدي  نوري رنگ (جذب :درصد بقا (%)

  X 100سلول هاي تیمار نشده)  در تولیدي نوري رنگ جذب

امریکـا) بـه    - DMSO 20% )Sigmaر شـده بـا    هاي تیمـا از سلول

هـاي  عنوان کنترل مثبت، و از سلول هـاي  تیمـار نشـده و سـلول    

هـاي  تیمار شده با حلال سدیم بـوتیرات (آب) بـه عنـوان کنتـرل    

 theاز نـرم افـزار آنلایـن     50IC. جهـت تعیـین   شـد منفی استفاده 

JavaScript version of PolySolve (07.20.2013)  ه شد.استفاد  

    (RT-PCR)و واکنش رونویسی معکوس  RNAاستخراج 

 24در دو بـازه زمـانی    HT-29هـاي  ، سلول50ICبا توجه به غلظت 

ساعت تحت تیمار با طیفـی ازغلظـت هـاي مختلـف      48ساعت و 

سـاعت   24که در بازه زمانی  سدیم بوتیرات قرار گرفتند. به طوري

مـولار و در بـازه   میلـی  150و  100، 50هـاي  تحت تیمار با غلظت

میلـی   50و  25، 5/12ساعت تحت تیمار با غلظت هاي  48زمانی 

هاي  تیمار نشده به عنوان گروه کنتـرل  مولار قرار گرفتند. از سلول

با استفاده از کیت (شرکت یکتـا تجهیـز    RNA. سپس شداستفاده 

ایران)، از سلول هاي تیمار شـده و تیمـار نشـده بـه عنـوان       –آزما 

، کمیــت و RNA. پـس از اسـتخراج   شـد رل اسـتخراج  گـروه کنت ـ 

کیفیت آن به ترتیب توسـط روش اسـپکتروفتومتري و الکتروفـورز    

  .  شدبررسی  %1ژل آگارز 

ایـران)   –، از کیت (شرکت یکتا تجهیز آزما cDNAبه منظور سنتز 

به منظـور بـاز    RNAنانوگرم  2000استفاده شد. ابتدا ویال حاوي 

 70دقیقـه در دمـاي    5، به مـدت  RNAشدن پیچ خوردگی هاي 

آلمـان) قـرار    - در دسـتگاه ترموسـیکلر(اپندورف   گراددرجه سانتی

 4. پس از اضافه کـردن  شدگرفت. سپس بلافاصله روي یخ منتقل 

 10mM ،5/0بـا غلظـت    dNTPمیکرولیتـر   5X ،1میکرولیتر بـافر 

-Mمیکرولیتر آنـزیم رونویسـی معکـوس (    1و  Rnasinمیکرولیتر 

MLV میکرولیتـر ، بـه    20آن، ویال مورد نظر با حجـم نهـایی   ) به

دقیقـه   5و سـپس   گراددرجه سانتی 37دقیقه در دماي  60مدت 

  قرار داده شد. گراددرجه سانتی 70در دماي 

بـا پرایمـر    PCRسنتز شده، واکـنش   cDNAجهت بررسی صحت 

 Housekeepingبـه عنـوان ژن خانـه داري (    GAPDHاختصاصی 

geneــالا دســت ژن  ) انجــام شــ ــوالی پرایمــر ب -´GAPDH ،5د. ت

GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3´   ــایین ــر پ ــوالی پرایم و ت

ــت ژن  -GAPDH ،5´-GAAGATGGTGATGGGATTTCدس

که قطعـه  است  Accession no (10014277( با کد شناسایی  ´3

  کند.جفت بازي را تکثیر می 226
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 میکرولیتـر  25، اجزاي واکنش در حجم PCRجهت انجام واکنش 

میکرولیتـر   10X ،75/0میکرولیتـر بـافر    5/2تهیه شد کـه شـامل   

Mgcl2   ــت ــا غلظ ــر  50mM ،5/0ب ــت   dNTPمیکرولیت ــا غلظ ب

10mM ،75/0    ــت ــر فرادس ــر پرایم  75/0، (pmol 10)میکرولیت

، Taqمیکرولیتر آنـزیم   1/0، (pmol 10)میکرولیتر پرایمر فرودست 

 .تاس cDNAمیکرولیتر  1و  dH2Oمیکرولیتر  75/18

PCR   درجـه   95دقیقـه در دمـاي    5با برنامه دمایی، مرحله آغـاز

چرخه که قسـمت بـاز    30، مراحل اصلی واکنش شامل گرادسانتی

، اتصـال  گـراد درجـه سـانتی   94ثانیه در دماي  35شدن دو رشته 

و طویـل   گراددرجه سانتی 60ثانیه در دماي  40پرایمرها به مدت 

انجام شـد.   گراددرجه سانتی 72ثانیه در دماي  35سازي به مدت 

درجـه   72 دقیقه در دماي 5همچنین طویل سازي نهایی به مدت 

  آلمان) انجام شد. - در دستگاه ترموسیکلر(اپندورف گرادسانتی

     Conventional PCRبا روش Bidبررسی ژن 

هاي تحت تیمـار بـا غلظـت    در سلول Bidجهت بررسی کیفی ژن 

سلول هـاي تیمـار نشـده، واکـنش     هاي متفاوت سدیم بوتیرات و 

PCR   بـــــا پرایمرهـــــايBid    بـــــا تـــــوالی فرادســـــت

5'_AAGTGGCTGGGCTGGCAAG_3'  و فرودســـــــــــت

5'_CCAGTGGCGACAGAATCCG_3'  ) ــام شـــد ). 21انجـ

میکرولیتر تهیه شد کـه شـامل    25در حجم  PCRاجزاي واکنش 

ــافر   5/2 ــر ب ــر  10X ،5/1میکرولیت ــت   Mgcl2میکرولیت ــا غلظ ب

50mM ،5/0 کرولیترمیdNTP  10با غلظتmM ،75/0   میکرولیتـر

 10)میکرولیتر پرایمر فرودست  75/0، (pmol 10)پرایمر فرادست 

pmol) ،25/0   میکرولیتر آنـزیمTaq ،75/17   میکرولیتـرdH2O  و

در  PCRهـا جهـت انجـام    . میکروتیـوب است cDNAمیکرولیتر  1

مرحلـه آغـاز    آلمان) با برنامه دمایی،- دستگاه ترموسیلکر (اپندورف

، مراحـل اصـلی واکـنش    گـراد درجه سـانتی  95دقیقه در دماي  5

ثانیه در دمـاي   45چرخه که قسمت باز شدن دو رشته،  40شامل 

ثانیـه در دمـاي    40، اتصال پرایمرها به مدت گراددرجه سانتی 94

ثانیـه در دمـاي    40و طویل سازي به مـدت   گراددرجه سانتی 60

ام شد. همچنین طویل سـازي نهـایی بـه    انج گراددرجه سانتی 72

  انجام شد. گراددرجه سانتی 72 دقیقه در دماي 5مدت 

 qRealبـا اسـتفاده از تکنیـک     Bidبررسی کمی بیان ژن 

Time-PCR    
-Bid  ،quantitative Real Timeبه منظور بررسی کمی بیـان  ژن  

PCR   ــت ــتفاده از کی ــا اس  PrimeScript™ RT reagent Kitب

)TAKARA_ــتگاه ژ ــن) و دس ــان) _Rotor gene )Qiagenاپ آلم

 10انجام شد. اجـزاي واکـنش طبـق دسـتورالعمل کیـت شـامل       

میکرولیتـر پرایمـر    1میکرولیتر مخلوط سـایبرگرین فلوئورسـنت،   

 7، (pmol 10)میکرولیتر پرایمر فرودسـت   1، (pmol 10)فرادست 

. از ژن شـد ، تهیـه  اسـت  cDNAمیکرولیتر  1و  dH2Oمیکرولیتر 

به عنوان کنترل داخلی اسـتفاده شـد   (β2m) میکروگلوبولین  2بتا 

-´5کــــــه تــــــوالی پرایمــــــر فرادســــــت شــــــامل     

TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT-3´    و تـوالی پرایمـر

بـا   ´TCTCTGCTCCCCACCTCTAAG-3-´5فرودست شـامل  

. لازم بـه ذکـر اسـت کـه همـه      اسـت  KP129981.1کد شناسایی 

  .شدندتایی انجام  8هاي ریپها به صورت دوتایی در استواکنش

بـراي هـر دو ژن، عبـارت بـود از      Real Time-PCRبرنامه حرارتی 

 95ثانیـه در دمـاي    30مرحله باز شدن ابتدایی دو رشته به مدت 

ثانیـه در دمـاي    5، باز شدن دو رشته، بـه مـدت   گراددرجه سانتی

 ثانیه در دمـاي  34و اتصال پرایمرها به مدت  گراددرجه سانتی 95

ــانتی  60 ــه س ــراددرج ــتگاه    گ ــط دس ــه توس  Rotor gene، ک

)Qiagen_  .آلمان) انجام شد  

  روش آماري

شـود کـه   هاي مختلفی استفاده مـی براي کمی سازي نسبی روش

اي اسـت. در ایـن   مقایسه) Ct )cycle thresholdیکی از آنها روش 

روش مقدار هدف نرمال شـده نسـبت بـه یـک کنتـرل داخلـی و       

   محاسـبه   ct-2∆∆کـالیبراتور بـا اسـتفاده از فرمـول     نسـبت بـه یـک    

توان با اسـتفاده  اي، می مقایسه Ct شود. هنگام استفاده از روشمی

، آنهـا  Ct ، یعنی مقـادیر  PCRهاي حاصل در طول آزمایش از داده

را مستقیماً نسبت به یک  مرجع درونی نرمال کرد و دیگـر نیـازي   

تاندارد براي ژن هدف و کنترل درونـی درتمـام   به تهیه منحنی اس

  هاي آزمایشی نیست.نمونه

ــزان   ــدا میـ ــژوهش، ابتـ ــن پـ ــر  take offدر ایـ ــزان تکثیـ و میـ

)amplification ( با استفاده از نرم افزارRotor gene 2013    بـه دسـت

اـ انجـام   آنـالیز آمـاري داده   Restآمد، سپس با استفاده از نرم افـزار   ه

     دار در نظر گرفته شد.معنی 05/0کمتر از  شد و سطح آماري

  

  هایافته

 بهینه کردن تعداد سلول 

 24بهینه سازي تعداد سلول مناسب در سه بازه زمانی 

از  HT-29ساعت براي رده سلولی  72ساعت و  48ساعت، 

هزار سلول انجام شد. جذب نوري  20هزار الی  400رقت 

(OD) ها در سلول مناسب ناشی از رشد و تعداد مناسب

. نتایج حاصل است 5/1الی  1، بین nm630/546طول موج 

، تعداد مناسب سلول جهت تیمار در زمان MTTاز تست 

ساعت را به  72ساعت و  48ساعت،  24هاي انکوباسیون 

هزار سلول  50هزار سلول و  50هزار سلول،  80ترتیب 

 ).1نشان داد (نمودار
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جهت تیمار در زمان  HT-29ول بهینه سازي تعداد سل .1نمودار 

  MTTساعت با استفاده از تست  72و  48،  24انکوباسیون 

 

  
سدیم بوتیرات در سه بازه زمانی  50ICتعیین غلظت  . 2نمودار 

. HT-29ساعت جهت تیمار رده سلولی  72و  48، 24انکوباسیون 

، (y) ولار) و محور عمودينماینده غلظت (میلی م  ،(x)محور افقی 

ساعت رده  24براي تیمار   50ICالف)   نماینده درصد بقا سلولی.

، HT-29ساعت رده سلولی  48براي تیمار   50IC، ب) HT-29سلولی 

 .HT-29ساعت رده سلولی  72براي تیمار   50ICج) 

  

  هاي مختلف سدیم بوتیرات بررسی سمیت سلولی غلظت

هاي مختلف سدیم با غلظت HT-29بعد از تیمار رده سلولی 

، mM200 ،mM150 ،mM100 ،mM50 ،mM20(بوتیرات 

mM5/12 ،Mm25/6( 50، غلظتIC  توسط تستMTT  در

مورد ارزیابی قرار گرفت. طبق  nm630/546طول موج 

ساعت  48ساعت،  24براي تیمار  50ICنتایج به دست آمده، 

و  mM95 ،mM25هاي ساعت به ترتیب غلظت 72و 

mM5/12  2(نمودارشد تعیین .(  

که افزایش غلظت سدیم بوتیرات از غلظت داد نتایج نشان 

50IC ساعت  72ساعت و  48ساعت،   24، در زمان تیمار

  و باعث مرگ آنها می شود. است ها سمی براي سلول

    cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

هاي مختلف سدیم با غلظت HT-29پس از تیماررده سلولی 

، mM200 ،mM150 ،mM100 ،mM50 ،mM20بوتیرات (

mM5/12 ،Mm25/6 ساعت و  24)، در دو بازه زمانی انکوباسیون

هاي تیمار شده و همچنین از از سلول RNAساعت، استخراج  48

هاي تیمار نشده) صورت گرفت. نتایج بررسی نمونه کنترل (سلول

استخراجی توسط دستگاه اسپکتروفتومتر  RNAکیفیت و کمیت 

 RNAتروفورز حاکی از خلوص بالا و عدم وجود آلودگی و الک

  استخراج شده بود.

سنتز و به منظور تائید  cDNAها، از نمونه RNAپس از استخراج 

انجام شد. قطعه  GAPDH ،PCR، با پرایمر cDNAساخته شدن 

  ).1جفت باز است (شکل  226تکثیر شده توسط این پرایمرها 

  

  
. ٪5/1بر روي ژل   GAPDHژن  PCRالکتروفورز محصول . 1شکل 

: به 5الی  2هاي تیمار نشده، چاهک HT-29: سلول هاي 1چاهک 

، mM200هاي تیمار شده با غلطت HT-29هاي ترتیب سلول

mM150 ،mM100 ، وmM50 شاخص وزن مولکولی 6، چاهک :

bp100 )SMOBio-DM2300 کنترل منفی (بدون 7)، چاهک :

template استجفت باز  226)، اندازه قطعه تکثیر شده.  

  

Correlation coefficient 
(r^2) = 0.97 

X: 25 mM, Y: 50% 

Correlation coefficient 
(r^2) = 0.99 

X: 95 mM, Y: 50% 

Correlation coefficient 
(r^2) = 0.97 

X: 12.5 mM, Y: 50% 
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    Conventional PCRبا روش Bidبررسی ژن 

تیمار  HT-29در رده  سلولی  Bidبراي بررسی کیفی ژن 

هاي تیمار هاي مختلف سدیم بوتیرات و سلولشده با غلظت

با  PCRساعت انکوباسیون،  48و  24نشده در بازه زمانی 

راي مشاهده نتیجه، محصول آنها انجام شد و ب Bidپرایمر 

بارگیري شد. قطعه ژن تکثیر شده  ٪5/1بر روي ژل آگارز 

  ).3و  2هاي (شکلاست جفت باز  137مورد نظر

  

  
زمان  ٪5/1بر روي ژل   Bidژن  PCRالکتروفورز محصول . 2شکل 

-تیمار نشده، چاهک HT-29هاي : سلول1ساعت. چاهک  24تیمار 

هاي تظتیمار شده با غل HT-29هاي سلول : به ترتیب5الی  2هاي 

mM200 ،mM150 ،mM100 ،mM50 شاخص وزن 6، چاهک :

: کنترل منفی 7)، چاهک bp100 )SMOBio-DM2300مولکولی 

   ) و باندي که در چاهک کنترل منفی مشاهده template(بدون 

. اندازه قطعه تکثیر شده و مورد استشود مربوط به پرایمر دایمر می

  .استجفت باز  137نظر 

  

 
زمان  ٪5/1بر روي ژل   Bidژن  PCRالکتروفورز محصول  .3شکل 

-تیمار نشده، چاهک HT-29هاي : سلول1ساعت. چاهک  48تیمار 

هاي تظتیمار شده با غل HT-29هاي : به ترتیب سلول5الی  2هاي 

mM200 ،mM150 ،mM100 ،mM50 شاخص وزن 6، چاهک :

: کنترل منفی 7)، چاهک bp100 )SMOBio-DM2300مولکولی 

-) و باندي که در چاهک کنترل منفی مشاهده میtemplate(بدون 

. اندازه قطعه تکثیر شده و مورد استشود مربوط به پرایمر دایمر 

  .استجفت باز  137نظر 

  

   Bidبررسی کمی تغییر بیان ژن 

انجام  Bid ،qReal Time-PCRبه منظور بررسی کمی بیان ژن 

تیمار شده با  HT-29رات بیان در سلول هاي شد و تغیی

تیمار  HT-29هاي هاي مختلف سدیم بوتیرات و سلولغلظت

 2. از ژن بتا شدنشده (گروه کنترل) با هم مقایسه 

  ) به عنوان کنترل داخلی استفاده شد. β2m(  میکروگلوبولین

به دست آمده در  50ICبراي این منظور با توجه به غلظت 

هاي ها تحت تیمار با غلظتف تیمار، سلولدو زمان مختل

مختلف سدیم بوتیرات قرار گرفتند. به طوري که در بازه 

، mM50هاي با غلظت HT-29ساعت، سلول هاي  24زمانی 

mM100  وmM150  48تیمار شدند و در بازه زمانی 

، mM5/12 ،mM25هاي ساعت، تحت تیمار با غلظت

mM50  وmM100 .ور اطمینان از به منظ قرار گرفتند

اختصاصی بودن عمل پرایمرها، منحنی ذوب با استفاده از 

 به دست آمد. Rotor geneنرم افزار 

نشان داد  Bidنتایج حاصل از بررسی تغییر کمی بیان ژن 

، در HT-29ساعت تیمار رده سلولی  24که در بازه زمانی 

هاي در مقایسه با سلول mM100و  mM150هاي غلظت

  Bid) بیان ژنp>05/0( دارافزایش معنیتیمار نشده 

برابري را نسبت به گروه  3/1مشاهده شد که افزایش 

 کنترل نشان داد. با توجه به نتایج حاصل در این پژوهش،

در بازه زمانی تیمار  HT-29براي رده سلولی  50ICغلظت 

میلی مولار سدیم بوتیرات به دست  100ساعته، غلظت  24

در  Bidدار بیان ژن افزایش معنیآمد و در این غلظت، 

  ).3مقایسه با گروه کنترل مشاهده شد (نمودار 

  

  
تیمار  HT-29در رده سلولی  Bidمقایسه میزان بیان ژن  .3نمودار 

سدیم بوتیرات در  mM150و  mM50 ،mM100هاي شده با غلظت

ول هاي تیمار نشده ، سلC-ساعت. کنترل منفی یا  24بازه زمانی 

  ) است.>05/0pنشان دهنده تغییر معنی دار (*. است

* * 
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در بازه   Bidنتایج حاصل از بررسی تغییر کمی بیان ژن

نشان داد که در  HT-29ساعت تیمار رده سلولی  48زمانی 

هاي تیمار افزایش بیان در مقایسه با سلول mM100غلظت 

افزایش بیان که  به طوري ،) بود>05/0pدار (نشده، معنی

برابري نسبت به گروه کنترل مشاهده شد. در غلظت  5/1

mM50 هاي تیمار نشده، کاهش بیان در مقایسه با سلول

برابري را  44/0) مشاهده شد که کاهش >05/0pدار (معنی

  ).4نسبت به گروه کنترل نشان داد (نمودار 

  

  
تیمار  HT-29در رده سلولی  Bidان ژن مقایسه میزان بی .4نمودار 

سدیم  mM100و  mM5/12 ،mM25 ،mM50هاي شده با غلظت

هاي ، سلول-Cساعت. کنترل منفی یا  48بوتیرات در بازه زمانی 

  ) است.>05/0pدار (نشان دهنده تغییر معنی *. هستندتیمار نشده 

  

براي  50ICبا توجه به نتایج حاصل از این پژوهش، غلظت 

ساعته، غلظت  48در بازه زمانی تیمار  HT-29سلولی  رده

میلی مولار سدیم بوتیرات به دست آمد و در این  25

در مقایسه با گروه   Bidغلظت، تغییر معنی دار بیان ژن

 تمیلی مولار نسب 100ولی در غلظت  ،کنترل مشاهده نشد

  .شدمشاهده  يداربه گروه کنترل، افزایش معنی

ساعت  24در هر دو بازه زمانی انکوباسیون (با توجه به اینکه 

میلی  100هاي تیمار شده با غلظت ساعت)، در سلول 48و 

هاي تیمار در مقایسه با سلول Bidمولار افزایش بیان ژن 

تواند دوز رسد این غلظت میبه نظر میشد نشده مشاهده 

موثر در تغییر بیان ژن مربوطه و فعال شده آپوپتوز و متعاقب 

  . هاي سرطانی باشدرگ سلولآن م

  

  بحث

هاي تغییر فیزیولوژي سلول توانایی فرار از آپوپتوز یکی از علت

ها و . آپوپتوز براي کنترل تعداد سلولاستو ایجاد سرطان 

تکثیر سلولی به عنوان بخشی از فرآیند طبیعی تکامل ایفاي 

-). تدابیر آپوپتوتیک براي کشتن سلول21،20کند (نقش می

هاي پروآپوپتوتیک وموري، شامل القاي مستقیم مولکولهاي ت

-هاي آنتی آپوپتوتیک یا بازسازي عملکرد ژنو تعدیل پروتئین

). نقص در آپوپتوز نقش 2هاي مهار کننده رشد تومورها است (

 کند و بهمهمی در تشکیل تومورها و ایجاد نئوپلازي بازي می

مانی و پرتو م خوردن تنظیم آن باعث مقاومت به شیمی دره

شود. این روند ممکن است باعث افزایش متاستاز درمانی می

مولکول رابطی است که مسیر مرگ محیطی  BID). 4،3شود (

). 22کند (را به آپوپتوز مرکزي (میتوکندریایی) مرتبط می

BID عضوي از خانواده ،Bcl-2  است و مولکولی اساسی در

وز، زنده ماندن و تنظیم تومورزایی با واسطه افزایش آپوپت

، این BID. با توجه به این عملکردهاي متنوع استتکثیر 

). بیان 6مولکول در پاسخ به استرس دو نقش متفاوت دارد (

در انواع سرطان هاي انسانی بررسی شده است و  BIDپروتئین 

نتایج نشان داده که بیان آن در سرطان هاي مختلف و مراحل 

ل چشمگیري متفاوت است. در مختلف پیشرفت تومور بطور قاب

را در انواع  Bidو همکارانش بیان  Krajewska، 2002سال 

وسیله ایمونوهیستوشیمیایی ه هاي انسانی بمتفاوت سرطان

هاي مختلف و مراحل بررسی کردند و نشان دادند در سرطان

مختلف پیشرفت تومور، بیان این پروتئین به طور واضح 

آدنوکارسینوماي اولیه که در  متفاوت است. به طوري

تلیوم نرمال دار در مقایسه با اپیکولورکتال افزایش بیان معنی

). قابل بازگشت بودن تغییرات اپی ژنتیکی، آن 8مشاهده شد (

کند. را به عنوان راهی بالقوه براي درمان سرطان معرفی می

هایی تعدادي از ترکیباتی که مورد اهداف درمانی هستند، آنزیم

ه استیلاسیون هیستون، متیلاسیون هیستون و کهستند 

هاي کنند، که در بدخیمیرا تنظیم می DNAمتیلاسیون 

). 23هماتولوژیکی و تومورهاي سخت، اثرقابل توجهی دارند (

HDACها، سبب فشرده شدن ها، با داستیله کردن  هیستون

توانند به عنوان سرکوبگر رونویسی عمل کروماتین شده و می

به صورت انتخابی رونویسی ژن را  HDACiمقابل، کنند. در 

هاي توسط تغییر در کروماتین و تغییرات ساختار پروتئین

). سدیم بوتیرات اسید 24دهند (دخیل در رونویسی، تغییر می

که در دیواره روده انسان در است چرب اشباع چهار کربنه 

وان هاي غذا، وجود دارد و به عنغلطت بالا، حاصل از متابولیت

HDACi اثرات ضد توموري آن و مهار رشد نشان داده شده ،

اثر سدیم بوتیرات بر روي تغییر  ،در این پژوهش ).16( است

، که نقش منحصر به فردي به عنوان رابط بین Bidبیان ژن 
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مسیر خارجی و مسیر داخلی آپوپتوز دارد، در رده سلولی 

 ر گرفت. ، مورد بررسی قراHT-29سرطان کولورکتال انسانی 

هاي مختلف سدیم با غلظت HT-29پس از تیمار رده سلولی 

ساعت  72ساعت و  48ساعت،  24در زمان تیمار  IC50بوتیرات، 

به دست آمد. اثر  mM5/12و  mM95 ،mM25به ترتیب، غلظت 

ضد تکثیري سدیم بوتیرات وابسته به دوز و زمان تیمار است. زیرا 

ها افزایش آن بر روي سلولبا افزایش دوز تیمار، اثر سمیت 

، با بررسی اثر سدیم شو همکاران Pajak، 2007یابد. در سال می

، نشان Colo205در رده سلولی  LcFLIPبوتیرات روي بیان ژن 

دادند که کمترین غلظت سدیم بوتیرات که غیر سمی است و یا 

ساعت و  12ساعت،  6داراي کمترین سمیت در بازه زمانی تیمار 

و  mM4هاي و غلظتاست  mM2ست، غلظت ساعت ا 24

mM8  تواند ساعت می 24ساعت و  12ساعت،  6در زمان تیمار

و  Tailor، 2014در سال  ).25سبب افزایش مرگ سلولی شود (

سدیم بوتیرات در  mM5 -1هاي نشان دادند که غلظت شهمکاران

تواند سبب افزایش ساعت می 48ساعت و  24بازه زمانی تیمار 

). 16( شود SW480و  HCT-119لی در دو رده سلولی مرگ سلو

با بررسی اثر سدیم  شو همکاران  Yamamura، 2014در سال 

سرطان دهان دریافتند که  HSC-3بوتیرات روي رده سلولی 

تواند سبب مرگ ساعت می 24در بازه زمانی تیمار  mM3غلظت 

با  شو همکاران Han، 2016). در سال 26( سلولی در این رده شود

هاي سرطانی مثانه، دریافتند بررسی اثر سدیم بوتیرات روي سلول

تواند ساعت می 24از این ماده در زمان تیمار  mM1که غلظت 

). در سال 27هاي سرطانی شود (سبب مرگ سلول

2018،Ghiaghi  اثر سدیم بوتیرات را بر روي رده  شو همکاران

مؤثر سدیم مورد بررسی قرار دادند و غلظت  HT-29سلولی 

درصدي این سلول را به ترتیب براي سه  50بوتیرات براي کاهش 

، mM65ساعت،  72ساعت و  48ساعت،  24بازه زمانی 

mM6/18  وmM2/9 ) مقایسه نتایج حاصل 28گزارش کردند .(

هاي دهد که پاسخ سلولاز این تحقیق با مطالعات دیگران نشان می

گیرد که ناشی از ت میمختلف به دارو در دوزهاي متفاوت صور

تفاوت مخزن ژنی و پاسخ متفاوت سلول به دارو است. با توجه به 

اینکه پاسخ به دارو در هر رده سلول متفاوت است و اثر دارو در 

، لذا براي هر رده سلولی باید دوز استهاي مختلف متفاوت رده

ها تعیین گردد و براساس آن غلظت 50ICمناسب انتخاب شود و 

 .شودمار دارویی انتخاب جهت تی

د که سدیم بوتیرات روي بیان ژن، فعال ندهها نشان میداده

هاي هاي رونویسی و استیلاسیون هیستون در سلولکننده

اثر بسیار کمی طبیعی هاي سرطانی اثرگذار است، اما در سلول

  ). 18دارد (

در رده  PCRبه روش  Bidدر بررسی وجود و عدم وجود ژن 

هاي مختلف سدیم بوتیرات تیمار شده با غلظت HT-29سلولی 

هاي ساعت، مشخص شد که در غلظت 24در زمان تیمار 

mM150  وmM100 در  ،باند مربوط به این ژن وجود دارد

هاي هاي تیمار نشده (گروه کنترل) و غلظتکه در سلول حالی

mM200  وmM50  48باندي مشاهده نشد. در زمان تیمار 

، در شدباند  ضعیفی مشاهده   mM100ساعت، در غلظت 

، mM200هاي هاي تیمار نشده و غلظتکه در سلول حالی

mM150  وmM50  باندي مشاهده نشد. با توجه به اینکه این

پروتئین خاصیت آپوپتوتیک دارد، درنتیجه غلظتی از دارو 

مورد نظر است که باعت بیان این ژن شده است و درنتیجه 

، HT-29شود که در مورد رده سلولی سبب القا آپوپتوز می

ساعت مناسب  48ساعت و  24در بازه زمانی  mM100غلظت 

نتایج حاصل از این تحقیق براي اولین بار گزارش شده  .است

 اي در این زمینه منتشر نشده است.است و تاکنون مطالعه

Renshaw  و همکارانش بیان ژنBid  ها از را در بسیاري از بافت

جفت، غدد فوق کلیه، پروستات، ریه، طحال، مغز،  جمله کلیه،

ها هاي اسکلتی، کولون، تیروئید و نوترفیلقلب، بیضه، ماهیچه

، 293Tهاي سلولی مشاهده کردند. بیان این ژن همچنین در رده

Jurkat ،HeLa، CosوHL60 ) 6دیده شده است.( 

، HT-29در رده سلولی  Bidدر بررسی تغییرات کمی بیان ژن 

 mM100و  mM150هاي ساعت، در غلظت 24زمان تیمار در 

هاي تیمار در مقایسه با سلول Bidدار بیان ژن افزایش معنی

. در زمان تیمار )>05/0Pنشده (گروه کنترل) مشاهده شد (

هاي تیمار نسبت به سلول mM100ساعت، در غلظت  48

. )>05/0P(شد مشاهده  Bidدار بیان ژن نشده افزایش معنی

را  Bidو همکارانش بیان پروتئین  Krajewska ،2002سال در 

هاي وسیله روشه هاي انسانی بدر انواع متفاوت سرطان

ایمونوهیستو شیمیایی بررسی کردند و نشان دادند در 

طور ه هاي مختلف و مراحل مختلف پیشرفت تومور، بسرطان

واضحی مقدار بیان این پروتئین متفاوت بوده است. بیان 

مورد آدنوکارسینوماي  100در  Bidوهیستوشیمیایی ایمون

تلیوم نرمال، اولیه کولورکتال اندازه گیري شد. در مقایسه با اپی

مورد کارسینوما افزایش یافته  60مورد از  34در  Bidمقدار 

  ).P) (8=0002/0بود (

در رده سلولی  Bidدر این پژوهش به بررسی تغییر بیان ژن 

HT-29  هاي مختلف کمی در حضور غلظت به صورت کیفی و

پرداخته شد. با توجه به  HDACiسدیم بوتیرات به عنوان یک 

 48ساعت و  24اینکه در هر دو بازه زمانی انکوباسیون (

میلی مولار  100هاي تیمار شده با غلظت ساعت)، در سلول
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در مقایسه با سلول هاي تیمار نشده به  Bidافزایش بیان ژن 

رسد این غلظت به نظر میشد، مشاهده  عنوان گروه کنترل

تواند دوز موثر در تغییر بیان ژن مربوطه و فعال شدن می

هاي سرطانی باشد. با توجه آپوپتوز و متعاقب آن مرگ سلول

تواند به عنوان یک به نتایج به دست آمده، سدیم بوتیرات می

هاي داروي هیستون داستیلاز سبب توقف رشد و تکثیر سلول

  . شوداز طریق اثر بر بیان ژن آپوپتوتیک  سرطانی

  

 تشکر و قدردانی

این مقاله مستخرج از پایان نامه خانم نجمه امیري در مقطع 

است  13630553951002کارشناسی ارشد با کد پژوهشی 

که در مرکز تحقیقات بیماریهاي گوارش و کبد، پژوهشکده 

شتی بیماریهاي گوارش و کبد دانشگاه علوم پزشکی شهید به

تهران، ایران و مرکز تحقیقات ژنومیکس دانشگاه علوم پزشکی 

   .تهران، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران به انجام رسید
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