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Abstract 

Background: vascular endothelial growth factor (vegf) is one of the most important regulator 
of angiogenesis, there are some reports about the relation of VEGF over expression and progression of 
tumor in several cancers. The aim of this study is assay of four VEGF isoforms expression in breast 
cancer tumor samples. 

Materials and Methods: 25 breast cancer tumor samples and 25 health samples were used  in 
this study, mRNA was extracted from each sample and then cDNA was made. The expression of four 
isoforms: VEGF121, VEGF165, VEGF183 and VEGF189 were measured by real time reverse 
transcription PCR (RT-PCR) and gel electrophoresis. 

Results: among the four isoforms, VEGF165 and VEGF 121 had maximum and VEGF 183 
and VEGF 189 minimum expression level in all samples. The total expression level of VEGF had a 
significant increase in tumor samples in comparison with the control samples (4/6, p<0.01). 

Conclusion: there is a significant relation between the VEGF over expression and breast 
cancer tumor formation, which it can be used as a prognosis marker of breast cancer in future. 
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  مقاله پژوهشی                                                                                                                  مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك
 27-34، 1393، آبان )89شماره پیاپی (8، شماره 17                                     سال                                                                                          

  

بررسی ارتباط بین میزان بیان فاکتور رشد اندوتلیال عروقی و ایجاد تومور سرطان 
  پستان

  
  2 کامران قاعدي،*2، زهر ه حجتی1مرتضی صادقی

  
  ، اصفهان، ایرانشگاه اصفهانشناسی، دان گروه زیست، دانشجوي دکتري ژنتیک -1
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 5/6/93: تاریخ پذیرش 1/6/93: تاریخ دریافت
 

 چکیده 
 ارتباط بین افزایش بیان  کههاي رگزائی است ترین تنظیم کننده فاکتور رشد اندوتلیال عروقی یکی از مهم: زمینه و هدف

هدف این مطالعه بررسی میزان بیان چهار ایزوفرم .  تومور در چندین سرطان گزارش شده استاین فاکتور رشد و پیشروي
  .در تومور سرطان پستان استفاکتور رشد اندوتلیال عروقی 

 نمونه بافت سالم مورد استفاده قرار گرفت، از هر 25 نمونه تومور سرطان پستان و 25 در این مطالعه :ها مواد و روش
 VEGF165, VEGF , 121 :میزان بیان چهار ایزوفرم.  آن ساخته شدcDNAسپس  خراج شد و استmRNAنمونه 

183 VEGF 189 و VEGF توسط qRT-PCR گیري شد و ژل الکتروفورز اندازه.  
ترین بیان را در   کمVEGF 189 و VEGF 183  بیشترین وVEGF 121  و165VEGF ایزوفرم 4 از بین :ها افتهی

داري داشت  هاي کنترل افزایش معنی هاي توموري نسبت به نمونه  در نمونهVEGF میزان بیان کلی .ها داشتند کل نمونه
  ).>01/0p  برابر،6/4(

سرطان پستان وجود   و ایجاد تومورفاکتور رشد اندوتلیال عروقیداري بین افزایش بیان   ارتباط بسیار معنی:گیري نتیجه
  .هنگام سرطان پستان استفاده کرد به عنوان مارکر تشخیص زودن آینده از آتوان در  دارد که احتمالا می

   عروقینالیز الگوي بیان ژن، فاکتور رشد اندوتلیالآ سرطان پستان، : کلیديواژگان
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  مقدمه
براي اولین بار (Angiogenesis)  زائی واژه رگ

زائی به فرایندهاي  توسط فلکمن به کار برده شد، رگ
گیري رگ خونی جدید از شبکه  پیچیده درگیر در شکل

 در واقع مراحل رشد، .)1(گردد مویرگی قبلی اطلاق می
ها وابسته به فرایند   بسیاري از سرطانتهاجم و متاستاز در

متر   میلی1هاي توموري حتی براي  زائی است و توده رگ
. )3، 2(هاي جدید هستند گیري رگ مربع رشد نیازمند شکل

نژیوژنیکی آهاي مولکولی درگیر در سوئیچ  مکانیسم
تومورها هنوز به خوبی شناسائی نشده است ولی به نظر 

ن فاکتورهاي تحریک کننده رسد تغییرات تعادل بی می
زائی در طول زمان منجر به  زائی و فاکتورهاي ضد رگ رگ

تاکنون چندین . )5، 4(شود زائی تومورها می تغییر فعالیت رگ
زائی شناسائی و  فاکتور تحریک کننده و مهارکننده رگ

نتایج مطالعات تجربی نشان . )6(تعیین توالی شده است
شرفت و متاستاز تومورها دهد که در سرطان پستان پی می

در مرحل . )8، 7(زائی است وابسته به فعال شدن فرایند رگ
اي بر  کلینیکی وایدنر و همکاران براي اولین بار در مطالعه

داري بین درجه داخل   بیمار ارتباط بسیار معنی47روي 
 Intratumoral microvessel) ها توموري تراکم مویرگ

density-IMD) سرطان پستان را گزارش و مراحل مختلف 
بعد از این گزارش مطالعات بعدي بسیاري بر روي . )9(کردند

 مطالعه با بررسی 43این موضوع صورت گرفت و تا کنون 
 در سرطان IMD نمونه تومور به اهمیت تشخیصی 6800

با توجه به اهمیت این موضوع . )10(اند پستان اشاره کرده
بیان و غلظت گیري  هاي مختلفی براي اندازه روش

این فاکتورهاي درگیر در رگزائی ابداع شدند که از میان 
 Vascular)فاکتورها، فاکتور رشد اندوتلیال عروقی 

Endothelial Growth Faetor –VEGF) به عنوان 
زائی مورد توجه  فاکتورهاي میتوژن اصلی درگیر در رگ

در واقع در شرایط موجود زنده . )11(خاصی قرار گرفتند
VEGFزائی و افزایش نفوذپذیري   ها باعث ایجاد رگ

ی حیاتی لگردد که براي رشد تومورها عوام ها می رگ
ها و باقی  حذف اینترون(از طریق اسپلایسینگ . )12(هستند

 VEGF ،8متفاوت ژن )  بالغmRNAها در  ماندن اگزون
اسید  206تا  121گردد که از  ایزوفرم متفاوت ایجاد می

. شوند گذاري می و بر همین اساس ناممینه طول دارند آ
 و اگزون 4تا 1هاي  هاي این ژن داراي اگزون تمامی واریانت

هاي مختلف متفاوت   اگزون دیگر در ایزوفرم3 هستند و 8
 ایزوفرم 8 و اگزون 4تا 1هاي  که اگزون به طوري. هستند

 را 121 ایزوفرم 5سازد، اضافه شدن اگزون   را می111
سازد و   را می165 ایزوفرم 7شدن اگزون سازد، اضافه  می

 189 منجر به تولید ایزوفرم 7 و 6اضافه شدن اگزون 
 جفت باز انتهائی 18که حذف شدن  گردد در حالی می

  .)16-13(سازد  را می183 ایزوفرم a6اگزون 
هاي مهم بیولوژیکی که  یکی از ویژگی

 کند توانائی  را از یکدیگر متمایز میVEGFهاي  ایزوفرم
ن صورت یاتصال به هپارین و هپارات است بد

شوند   به هپارین متصل نمیVEGF121  و VEGF111که
 هم یک VEGF165هاي محلول هستند،  و جزء پروتئین

پروتئین ترشحی است ولی در خارج دیواره سلولی به 
 شود، در مقابل ایزوفرم  ماتریکس خارج سلولی متصل می

VEGF189کاملا به ،صال به هپارینبه علت تمایل بالا به ات 
با توجه به . )17-19(شود ماتریکس خارج سلولی متصل می

 و تشکیل و VEGFهاي  ارتباط مستقیم بین بیان ایزوفرم
 ها مورد توجه بسیاري از محققین VEGF ،پیشرفت تومورها

هاي  سرطان نها درآاند و تحقیقات وسیعی بر روي  قرار گرفته
ر این مطالعه ما تصمیم به د. مختلف در حال انجام است

ن آ و ارتباط VEGFبررسی میزان بیان چهار ایزوفرم اصلی 
  .با تشکیل تومور در بیماران سرطان پستان پرداختیم

  
  ها مواد و روش

 نمونه بافت 50در این مطالعه مورد نگاري از 
 نمونه بافت 25 نمونه تومور سرطان پستان و 25پستان شامل 

 از بیمارستان امام خمینی تهران 1391 کنترل سالم که در سال
ها از شهر تهران و  تمامی نمونه. تهیه شده بود استفاده شد

.  بودند سال3/47داراي جنسیت زن با میانگین سنی 
هاي بیمار توسط متخصص انکولوژي مشاهده و  نمونه
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نها مورد تائید قرار گرفت، شرط ورود به آوضعیت سرطان 
ودن و شرط ورود به گروه گروه هدف تشخیص سرطانی ب

هاي گروه  از کل نمونه. ها بود کنترل فاقد سرطان بودن نمونه
 نمونه تومور در مرحله اولیه سرطان و فاقد متاستاز 17هدف 

 نمونه داراي متاستاز به غدد لنفاوي زیر بغل و 8و 
ها تا زمان استفاده  نمونه). 1جدول (هاي پهن بودند  استخوان

  . گراد نگهداري شدند  سانتی درجه-70در دماي 

  
   و خصوصیات کلینیکی نمونه هاي تومور سرطان پستانvegfالگوي بیانی ایزوفرم هاي . 1جدول 

121 Vegf 165Vegf  183Vegf  189Vegf    درصد  تعداد  
    +  -  +  -  +  -  

  18  7  16  9  0  25  0  25  100  25  بیماران
                      اندازه تومور

T0 2  8  2  0  2  0  1  1  1  1  
T1 1  4  1  0  1  0  1  0  0  1  
T2 12  48  12  0  12  0  4  8  4  8  
T3 9  36  9  0  9  0  2  7  2  7  
T4 1  4  1  0  1  0  1  0  0  1  

متاستاز 
 لفناوي

                    

  5  3  3  5  0  8  0  10  32  8  مثبت
  13  4  13  4  0  17  6  15  68  17  منفی

  
  cDNA و ساخت RNAاستخراج 

ه از  ابتدا با استفادVEGFبراي بررسی بیان ژن 
بر اساس دستورالعمل ) کیاژن (RNAکیت استخراج 

 استخراج شد، RNAها  شرکت سازنده از تمامی نمونه
 استخراج شده از هر نمونه با استفاده RNAغلظت و خلوص 

که  از جذب نوري اسپکتوفوتومتر مشخص شد به طوري
گر   نشان1/2 تا 8/1 بین  نانومتر280 به 260میزان جذب 

 RT-PCR استخراج شده براي انجام RNAکیفیت مناسب 
 -PCR RT توسط VEGFنالیز چهار ایزوفرم ژن آ. است

 میکروگرم از 1مورد بررسی قرار گرفت، براي این منظور 
RNA هر نمونه با استفاده از کیت رونویسی 

نزیم رونویس ساز معکوس و آ با استفاده از )فرمنتاز(معکوس
د طبق دستورالعمل  و هگزا نوکلئوتیdTپرایمرهاي الیگو 

 30 تبدیل شد و در مرحله بعد cDNAشرکت سازنده به 
مورد استفاده RT-PCR  براي انجام cDNAنانوگرم از 
  .قرار گرفت

   RT- PCRواکنش 

  Beacon Designerبا استفاده از نرم افزار 
دو جفت پرایمر رفت و برگشت براي بررسی ژن  5/7نسخه 

اي   به گونهVEGFهدف طراحی شد، پرایمرهاي ژن 
 و پرایمر 3طراحی شد که پرایمر رفت بر روي اگزون 

 قرار گیرد، این جفت پرایمر 8برگشت بر روي اگزون 
 را 121و  165، 183، 189قابلیت تشخیص هر چهار ایزومر 

  .دارا بود
   VEGF:پرایمرهاي ژن 

 C C T G G T G G A C A-'5 :پرایمر رفت
T C T T C C A G G A G T A-3'  

 C T C A C C G C C T-'5 :رایمر برگشتپ
C G G C T T G T C A C A-3'    

   : GAPDHپرایمرهاي ژن کنترل 
 G A A G G T G A A G G-'5 :پرایمر رفت

T C G G A G T C-3'   
 A T G A G T C C T T-'5  :پرایمر برگشت

C C A C G A T A C-3'  
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cDNA  هر نمونه به عنوان الگو براي انجام RT-

PCR25واکنش در حجم کلی . ورد استفاده قرار گرفتم 
  . میکرو لیتر انجام شد

 سیکل متوالی در دستگاه 30واکنش در 
Applied Biosystems StepOne )با ) کشور آمریکا

 94 ثانیه در 30، گراد  سانتی درجه95 دقیقه در 5برنامه زمانی 
 در  ثانیه30 درجه و نهایتا 58 ثانیه در 30، گراد ی سانتدرجه

محصولات نهائی بر روي ژل .  انجام شدگراد  سانتی درجه72
  .نالیز شدآ اتیدیوم برماید  بامیزي شدهآ رنگ  درصد1اگارز 

  ماريآمحاسبات 
 11نسخه  SPSSبراي تمامی محاسبات نرم افزار 

 05/0داري نیز کمتر از  سطح معنی. مورد استفاده قرار گرفت
د نظر با استفاده از روش بیان کمی ژن مور. نظر گرفته شد در

 با VEGFهاي ژن  هیافت. )20( محاسبه شدΔΔCTاي  مقایسه
 مقایسه شد، در این GAPDHهاي ژن داخلی کنترل  یافته

روش میزان بیان کلی ژن مورد نظر از طریق فرمول زیر 
  :گردد محاسبه می

  

  
  

  ها افتهی
 نمونه 25 در VEGF ایزوفرم 4در این مطالعه بیان 

 نمونه بافت سالم مورد بررسی قرار 25سرطان پستان و تومور 
  8 و اگزون 3گرفت، با پرایمرهاي طراحی شده روي اگزون 

 189 و 183، 165، 121امکان بررسی بیان هر چهار ایزوفرم 
 هر نمونه RT-PCR فراهم شد، محصول RT-PCRتوسط 

 درصد با اتیدیوم برماید مشاهده شد 1بر روي ژل اگارز 
و VEGF 121هاي   ایزوفرم،، در بررسی کلی)1شکل (

165VEGFایزوفرم . ها داشتند   بیشترین بیان را در کل نمونه

183VEGF نمونه 25نمونه از )  درصد36 (9 فقط در 
 نمونه سالم داراي بیان 25از )  درصد60( نمونه 15سرطانی و 

 7 کمترین بیان را داشت و در 189VEGFبود و ایزوفرم  
)  درصد56(14 نمونه بافت بدخیم و 25مونه از ن)  درصد28(

میزان کلی بیان .  نمونه کنترل مشاهده شد25نمونه از 
mRNAژن  VEGF برابر بیشتر 6/4هاي سرطانی  در نمونه 

  .)>01/0p(هاي سالم بود از نمونه

  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  

 8 ایزوفرم و 4رهاي طراحی شده براي بررسی بیان  موقعیت پرایمReal time PCR .(A) از طریق VEGFنالیز ایزوفرم هاي آ. 1شکل 
 2  ستون، DNA 100bp مارکر 1 ستون.  درصد1 بر روي ژل اگارز Real time PCRژل الکتروفورز محصولات ) (VEGF .Bاگزون ژن 

  .DNA 100bp مارکر 6 ستون، 189 ایزوفرم 5 ستون، 183 ایزوفرم 4 ستون، 165 ایزوفرم 3 ستون، 121ایزوفرم 
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هاي   در نمونهVEGFهاي  گوي بیانی ایزوفرمال
  سرطانی

 64(16 نمونه بافت سرطانی، در 25در بررسی 
 و VEGF 121 نمونه فقط دو ایزوفرم 25نمونه از ) درصد

165VEGF نمونه )  درصد28(7 داراي بیان بودند، در
نمونه )  درصد8(2زوفرم داراي بیان بودند و در  ای4تمامی 

  و121VEGF ،165VEGFم  ایزوفر3باقی مانده 
183VEGF1 نمودار( داراي بیان بودند .(  

هاي   در نمونهVEGFهاي  الگوي بیانی ایزوفرم
  سالم

 48(12هاي بافت سالم در  کل در بررسی نمونه در
 44(11نمونه هر چهار ایزوفرم داراي بیان بودند و در ) درصد
و VEGF 121 ایزوفرم ترشحی 2نمونه فقط ) درصد

165VEGF3نمونه باقی مانده )  درصد8(2شاهده شد، در  م 
 به طور 183VEGF و 121VEGF ،165VEGFایزوفرم 

  ).1نمودار (همزمان داراي بیان بودند 
  

  
   ایزوفرم مورد بررسی در دو گروه  نمونه هاي سرطانی و نمونه هاي کنترل4میزان درصد بیان . 1نمودار 

  
  بحث 

ها  ین بیان ایزوفرمدر این مطالعه در بررسی ارتباط ب
و VEGF 121و ایجاد سرطان پستان دو ایزوفرم 

165VEGFها داشتند و ارتباط   بیشترین بیان را در کل نمونه
و  VEGF  ژنmRNAداري بین میزان کلی بیان  بسیار معنی

 VEGF اهمیت. )>01/0p(ایجاد سرطان پستان مشاهده شد
یعی در زائی بافت هاي سالم و سرطانی به طور وس در رگ

 VEGF چنین هم. )21(مطالعات دهه قبل گزارش شده است
زائی در سرطان پستان  به عنوان یک فاکتور رشد عامل رگ

 به VEGF هاي جدیدتر در گزارش. )22(معرفی شده است
عنوان یک هدف عمده در درمان سرطان تومورهاي جامد 

 در VEGFمعرفی شده است و چندین داروي هدف گیرنده 
  . )23(نیکی هستندمراحل کلی

 VEGFهاي  در مطالعات بررسی ایزوفرم
 ارتباط بسیار 525اي بر روي  همکاران در مطالعه لیندرهلم و

 و VEGF165داري بین افزایش میزان بیان ایزوفرم  معنی

در . )24(ایجاد و پیشروي تومور پستان را گزراش کردند
 بیمار 164اي دیگر کاسپاراینی و همکاران با مطالعه  مطالعه

 و به VEGFدار بین افزایش بیان  سرطان پستان ارتباط معنی
 و ایجاد سرطان پستان را 165 و 121خصوص دو ایزوفرم 

گر اهمیت و  هاي این مطالعات بیان گزارش کردند که یافته
 در ایجاد و پیشروي تومور 165 و 121نقش دو ایزوفرم 

  . )25(پستان است
ان سرطان پستانی دهد در بیمار مطالعات نشان می

نهائی که آنتیجه است یا در  نها بیآکه هورمون تراپی در 
شود میزان بیان پروتئین  عود مجدد بیماري مشاهده می

VEGF افزایش یافته که پیشنهاد شده در این افراد VEGF 
کند  هاي خونی جدید ایفاي نقش می نه تنها در تشکیل رگ

اخته نشده است هائی که هنوز شن بلکه از طریق مکانیسم
هاي توموري  مستقیما باعث تقسیم و ماندگاري سلول

شود، جالب اینجاست که در این مطالعات مشاهده شده  می
 در قبال ترشح استروژن یا پروژسترون در VEGFاست که 
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، از )26(کند بیماران سرطان پستان افزایش بیان پیدا می
  از بینVEGF165 و VEGF121که دو ایزوفرم  نجائیآ

با تمایل بالاتري به گیرنده   VEGFR1&2دو گیرنده کلی
VEGFR2 کنند و  اتصال پیدا می VEGF با تاثیر بر روي 

هاي سرطانی باعث تحریک   در سلولVEGFRهاي  گیرنده
گیري کرد که  توان نتیجه  می،)27(شود ها می تقسیم این سلول

و   VEGF121ارتباط بین افزایش بیان دو ایزوفرم
VEGF165  و تشکیل تومور پستان مشاهده شده در مطالعه

  .تواند ناشی از همین ارتباط باشد حاضر می
  

  گیري نتیجه
داري  ارتباط معنیما هاي  به طور کلی طبق یافته

 و ایجاد سرطان پستان VEGFبین افزایش میزان بیان 
 و 165 دو ایزوفرم VEGFهاي  از بین ایزوفرم. مشاهده شد

هاي سرطانی داشتند که این   در نمونه بیشترین بیان را121
 165 و 121گر اهمیت تشخیصی بیشتر دو ایزوفرم  یافته بیان

ها  ینده بتوان از این ایزوفرمآاحتمالا در . باشد در سرطان می
به عنوان مارکرهاي تشخیص زود هنگام سرطان پستان 
استفاده کرد، با توجه به اطلاعات ما این مطالعه براي اولین 

شود و انجام مطالعات با تعداد  ر ایران انجام میبار د
ها در  هاي بیشتر و بررسی میزان بیان تک تک ایزوفرم نمونه

 به VEGFهاي  مرحل مختلف سرطان براي معرفی ایزوفرم
  .شود عنوان تومور مارکر پیشنهاد می

  
  تشکر و قدردانی

و .. از پژوهشگاه ژنتیک دانشگاه بقیه ابدین وسیله 
 شناسی دانشگاه اصفهان به خاطر فراهم نمودن گروه زیست

قاي روح االله نبی پور آامکانات و تجهیزات این مطالعه و از 
  . شود ها صمیمانه تشکر می به خاطر در اختیار گذاشتن نمونه
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