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Abstract 

Background: Circulating microRNAs are promising biomarkers in diagnosis and assessment 
of cancerous patients. Quantitative Real-time PCR assay is a sensitive test for evaluating the levels of 
miRNAs expression. Nevertheless, there is no concurrence on selecting appropriate reference genes 
for qPCR analysis of miRNAs in circulation. Therefore, the current study aimed to select a suitable 
reference gene for normalizing the RT-qPCR assay results in plasma samples of patients with gastric 
cancer. 

Materials and Methods: Based on previously published studies, three molecules SNORD47, 
U6 RNA, and miR-103 were selected as the candidate reference genes. After RNA extraction from 
plasma samples of 40 patients with gastric cancer and 40 healthy individuals, expression levels of 
these molecules were evaluated using Real-time PCR method. 

Results: The results showed that the developed assays are able to diagnose their specified 
targets by a suitable linear range. By comparing patients and control groups, although the expression 
levels of miR-103 molecule were not equal between the two groups (p= 0.017), SNORD47 and U6 
RNAs had similar expression levels. However, the variations of SNORD47 expression were lower that 
U6 RNA. 

Conclusion: Based on the results of the current study, the SNORD47 molecule has a stable 
expression levels in plasma samples of patients with gastric cancer and normal individuals and can be 
used as an appropriate reference gene for normalizing the quantitative data of qPCR assay. 
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 میکرو سنجش کمی هاي داده کردن نرمالیزه جهت مناسب رفرانس ژن انتخاب
RNAمعده سرطان به مبتلا افراد ايپلاسم نمونه در ها  
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   چکیده
 بیمـاران  ارزیـابی  و تـشخیص  بـراي  امیدبخش بیومارکرهایی خون گردش در موجود هايRNA  میکرو :هدف و زمینه
 وردآبـر  براي حساس روشی )RT-qPCR(ان واقعی زمواکنش زنجیره اي پلی مراز کمی        آزمون .باشد می سرطان به مبتلا
 بـراي  مناسـب  نسرفـر  هـاي  ژن انتخاب براي توافقی هیچ حاضر حال در با این وجود، .استها   RNA  میکرو بیان میزان

 رفـرنس  ژن انتخـاب  مطالعه این از هدف ،رو این از .ندارد وجود خون گردش در RNA  میکرو روي بر qPCR آنالیزهاي
  .است بوده معده سرطان به مبتلا بیماران پلاسماي هاي نمونه در RT-qPCR نتایج کردن نرمالیزه جهت مناسب

 رفـرنس  ژن عنـوان  بـه  miR-103 و SNORD47، U6 ولمولک ـ سـه  پیـشین  مطالعـات  اساس بر :ها روش و مواد
 40 و معده سرطان به مبتلا بیمار 40 پلاسماي هاي نمونه از استخراج از بعد ترتیب بدین .گرفتند قرار بررسی مورد منتخب

  .شد ارزیابی Real-time PCR روش به ها مولکول این بیان سطوح سالم، نفر
 خطـی  دامنـه  یـک  در شـده  تعیـین  اهداف حساس تشخیص به قادر شده طراحی يها تست که داد نشان نتایج :ها یافته

 گـروه  دو بـین  miR-103 لکـول وم بیـان  میـزان  اگرچـه  سـالم،  و بیمارافراد   گروه دو مقایسه اساس بر .باشند می مناسب
 تغییرات وجود این با .بودند مشابه بیانی سطوح تغیرات داراي U6 و SNORD47 هاي017/0p=(، RNA( نبود یکسان

  .بود U6 مولکول از کمتر SNORD47 مولکول بیان در
 نمونه در پایداري بیانی سطوح داراي SNORD47 مولکول که داد نشان مطالعه این از حاصل نتایج :گیري نتیجه

 کردن نرمالیزه جهت مناسب رفرانس ژن یک عنوان هب تواند می و است سالم افراد و معده سرطان به مبتلا افراد پلاسماي
  .گیرد قرار استفاده مورد qPCR تست کمی هاي داده

  رفرنس ژن ،RNA، RT-qPCR میکرو معده، سرطان :کلیدي کلمات
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  مقدمه
 امروزي جوامع در جدي معضلات از یکی سرطان

 عروقی-قلبی هاي بیماري از بعد که طوري به باشد، می
 داده اختصاص خود به را دنیا در ومیر مرگ جایگاه دومین
 عنوان به معده سرطان ،مختلف هاي سرطان بین در .)1(است

 از ناشی مرگ عامل ودومین انسانی بدخیم بیماري چهارمین
 مرگ کام به را نفر هزار 800 حدود سالانه سرطان،

 بدون بیماري یک معمولاً معده سرطان .)3 ،2(کشاند می
 در افراد در مکرر و دقیق هاي بررسی با تنها و است علامت
 این به مبتلا افراد در .است تشخیص قابل خطر معرض
 متیعلا هیچ پیشرفته، حالات از نیمی از بیش در بیماري
 شود می داده تشخیص هنگامی سرطان و شود نمی مشاهده

 از پس افراد این از بسیاري و گردد پیشرفته مرحله وارد که
 حالی در این .دهند می دست از را خود جان کوتاهی مدت
 میزان تواند می بیماري این موقع به و سریع تشخیص که است
 .دهد افزایش درصد 60 تا را مبتلا افراد ساله 5 بقاي

 براي امروزه که اندوسکوپی و میکروسکوپی هاي روش
 تهاجمی هایی روش د،نشو می استفاده معده سرطان تشخیص
 براي ها روش این متاسفانه که ندگرد می محسوب

 به نیاز بنابراین .باشند نمی مناسب روتین هاي گري غربال
 اولیه مراحل در را بیماري تشخیص توانایی که بیومارکرهایی

 بالا اختصاصیت و حساسیت با و ساده سریع، صورت هب و
 از بسیاري امروزه .)4(شود می احساس شدت به باشند، داشته

 نام به مولکولی عوامل روي بر سرطان مبحث در تحقیقات
 متعددي تحقیقات تاکنون .است شده متمرکز RNA میکرو

 تومور از متفاوتی انواع در را ژنتیکی عوامل این بیان تغییر
 تک کوچک هايRNA ها،RNA  میکرو.)5(دهند می شانن

 که هستند نوکلئوتید 24 تا 19 باطول غیرکدکننده و اي رشته
 نام به خود 5َ درانتهاي نوکلئوتیدي 7 ناحیه طریق از اتصال با

seed 3 قسمت به`-UTR در mRNA صورت به هدف 
 آن ي ترجمه از جلوگیري یا هتجزی سبب کامل یا ناقص

 ژن بیان تنظیم یندآفر در مهمی بسیار نقش و شوند می
 در ژنتیکی عوامل این نقش گذشته سال 10 طی در .)6(دارند

 هاي پاسخ نمو، تمایز، نظیر زیستی یندهايآفر از بسیاري

 ،واقع در .)7(است شده داده نشان تکثیر و آپوپتوز استرسی،
 یک عنوان به توانند می هاRNA  که میکروشده مشخص
 مختلف هاي سرطان ایجاد در تومور گر سرکوب یا و انکوژن

 عوامل این بیان تغییرات ترتیب بدین .)8(نمایند نقش ایفاي
 فرصتی باشند، می متفاوت تومور هر نوع به بسته که ژنتیکی
 سرطان تشخیص براي ها آن از استفاده در را فرد به منحصر

  کهاند داده نشان تحقیقات مثال عنوان به .)9(آورد می فراهم
 ترتیب به )11، 12( mir-21 و )mir-9 )10 بیان میزان افزایش

 mir-34 بیان میزان وکاهش کولون سرطان و معده سرطان با
 پروستات و ریه سرطان با ترتیب به )14( mir-449a و )13(

  میکروحضور مختلفی تحقیقات امروزه .باشند می همراه
RNAمتعددي پاتولوژیکی و فیزیولوژیکی حالات در را ها 

 که شده مشخص و اند داده نشان پلاسما در سرطان جمله از
 دارند نقش تومور پیشرفت و ایجاد در که هاییRNA میکرو

 برخوردار وپلاسما خون در اي ملاحظه قابل پایداري از
 و نمونه به دسترسی سهولت ترتیب بدین .)15(باشند می

 عوامل این از استفاده امکان پلاسما در ها آن ضورح پایداري
 آورده فراهم غیرتهاجمی بیومارکر یک عنوان به را مولکولی

 پروفایل وجود از حاکی مطالعات ،دیگر سویی از .است
 خون در تومور هر هادرRNA  میکروبیانی اختصاصی

 توان می ها یافته این از استفاده با رو این از .)17 ،16(باشد می
 هايRNA  میکروگیري اندازه با را سرطان هر شخیصت

 مولکولی هاي روش استفاده با خون در تومور آن مخصوص
 .داد انجام (qRT–PCR) کمی Real-time PCR جمله از

 و کمیّت تعیین ايبر مناسب روشی ،qRT-PCR تکنیک
 يبالاتر قتد و صحت از آن نتایج که دهبو هاژن نبیا انمیز

 از یکی عنوان به و است رداربرخو یشینپ يهاروش به نسبت
 هايRNA  میکروگیري اندازه برايها  روش ترین متداول
 مهمترین از .)18(گردد می محسوب پلاسما در موجود

 کمیّتسنجی و حساسیت به انمیتو تکنیک ینا يمزیتها
 تمطالعا در .کرد رهشاا ها روش سایر به نسبت آن قیقد
 کاهش جهت مایشیآز يونههانم زيسالنرما ژن، نبیا نالیزآ

 که طوري هب .میباشد همیتا با ربسیا دارينمونهبر يخطا
–qRT روش ضروري اجزاي از یکی عنوان به سازي نرمال
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PCR به رفرنس ژن یک از استفاده و آید می حساب به 
 نرمال براي ها شیوه ترین معمول از یکی داخلی کنترل عنوان
 ،qRT–PCR وشر در ،واقع در .شود می محسوب سازي
 که داخلی رفرنس ژن یک به نسبت نظر مورد ژن بیان میزان
 میزان بیمار و سالم افراد در ها سلول همه در شود می فرض

 قرار بیماري و آزمایش شرایط ثیرأت تحت و داشته ثابتی بیان
 ض،فر ینا نقض رتصو در .شود می مقایسه گیرد، نمی
 و گرفته ارقر ثیرأت تحت مایشیآز ينمونهها زيسالنرما

 .شود آزمایش نتایج تعیین در خطا ایجاد سبب است ممکن
 در فرنسر يهاژن بیان فیدتصا تنوسانا که صورت این به

 بین كندا تختلافاا تعیین  کهشود می سبب نمونهها بین
 ثیرأت رتصو در چنین هم .گرددن پذیر امکان فهد يهاژن

 ،هاژن این روي بر بیماري و مایشگاهیآز یطاشر گذاري
 بر علاوه .)19(دشومی جهامو مشکل با زيسالنرما یندآفر

 نرمال براي عاملی عنوان به رفرنس هاي ژن بیان میزان ،این
 کمک با باید qRT-PCR تکنیک در ها ژن بیان سازي

 و ها نمونه انواع خاص، هاي بافت براي تجربی آزمایشات
 انتخاب بنابراین .گیرد قرار سنجی اعتبار مورد فرد هر براي

 در qRT-PCR هاي آزمون انجام جهت مناسب رفرنس ژن
 از معده سرطان به مبتلا بیماران در شده انجام مطالعات

 اخیراً که مطالعات از برخی .است برخوردار سزایی هب اهمیت
 معده سرطان به مبتلا بیماران توموري بافت نمونه برروي

 در miR-103 بیان ثبات دهنده نشان  استگرفته صورت
 که درحالی ،است معده سرطان به مبتلایان و سالم افراد بین

 در mir-103 بیان تغییرات از حاکی دیگر مطالعات از بعضی
 ،دیگر سوي از .باشد می کنترل افراد به نسبت بیماران این

 U6 و SNORD47 چون هم کوچک هايRNA از برخی
 .اند شده گرفته کار هب رفرنس هاي ژن عنوان هب نیز

 تغییرات بررسی حاضر مطالعه هدف، رو این از
 نمونه در U6 RNA و miR-103، SNORD47 بیان

 منظور به سالم افراد و معده سرطان به مبتلا افراد پلاسماي
 بیان تغییرات بررسی جهت مناسب ژن یک تعیین

miRNAرفرنس ژن بتوان تا استمعده  سرطان در ها 
 به مبتلا افراد رد هاmiRNA بیان آنالیزهاي در را مناسب
 .نمود تعیین معده سرطان

  
  ها روش و مواد
  پلاسما نمونه آوري جمع

 نمونهمیلی لیتر از  2 تجربی مطالعه این در
 ها آن بیماري که معده سرطان به مبتلا بیمار نفر 40 پلاسماي

 تحت و بود گرفته قرار ییدأت مورد اندوسکوپی با قبل از
 جراحی عمل و درمانی رتوپ ،درمانی شیمی گونه هیچ تاثیر
 2 و شد خریداري ایران تومور بانک از بودند، نگرفته قرار
 گروه عنوان به سالم فرد نفر 40 پلاسماي نمونهلیتر از  میلی

 به کننده مراجعه زوجین بین از کنترل گروه نمونه( کنترل
 اراك شهر بهداشت مرکز ازدواج از پیش آزمایشگاه

 طبیعی ها نآ هاي آزمایش جهنتی که شد انتخاب شهرستان
 .گردید تهیه )نداشتند مزمن گوارشی بیماري سابقه نیز و بود

در فریزر  آزمایشات انجام زمان تا ها نمونه است ذکر به لازم
 همه از .شدند نگهداريگراد   درجه سانتی-80با دماي 

  .گردید دریافت کتبی نامه رضایت کنندگان شرکت
 حیطرا و رفرنس هاي ژن انتخاب

  الیگونوکلئوتیدها
 و شده منتشر هاي داده اساس بر ،بررسی این در

 به U6 و mir-103،SNORD47 هاي ژن پیشین مقالات
 کمی مقادیر سازي نرمال براي انسانی رفرنس هاي ژن عنوان

 منظور به حلقه-ساقه پرایمرهاي طراحی .)20(شدند برگزیده
 براي qRT-PCR اختصاصی پرایمرهاي و c-DNA سنتز

 نرم کمک با منتخب هاي ژن بیان یکم هاي بررسی
 و AllelelID6، GeneRunner،Oligo6 افزارهاي
mfold )توالی .شد انجام )ثانویه ساختارهاي بررسی براي 

 2 و 1 جدول در پژوهش این در استفاده مورد پرایمرهاي
  .است شده ذکر
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 U6 و mir-103، SNORD47 هاي ژن براي شده طراحی حلقه-ساقه پرایمرهاي توالی .1 جدول
 به پرایمرها این 3َ انتهاي که حالی در ،است شده طراحیعمومی  صورت به پرایمر انتهایی ناحیه این و دارد وجود حلقه- ساقه ساختار یک پرایمرها این 5َ انتهاي در(

  )گرددمی طراحی مربوطه miRNA براي صورت کاملاً اختصاصی
 توالی پرایمر ژن

mir-103  5`-GTCGTATCGAGAGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTCGATACGACCAAGGCA-3`  
SNORD47 5`-GTCGTATGCAGAGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACAACCTCA-3` 

U6 5`-GTCGTATCGAGAGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTCGATACGACAAAATAT-3` 

  
 Real-Time PCR اختـصاصی  پرایمرهـاي  تـوالی  .2 جدول
  U6 و mir-103، SNORD47 انبی یکم هاي بررسی براي

 توالی پرایمر ژن

mir-103 F: 5`-GCTTCTTTACAGTGCTGCC-3` 
R: 5`-AGAGCAGGGTCCGAGGT-3` 

SNORD
47 

F: 5`-ATCACTGTAAAACCGTTCCA-3` 
R: 5`-AGAGCAGGGTCCGAGGT-3` 

U6 F:  5 `-CTCGCTTCGGCAGCACA-3` 
R: 5`-AGAGCAGGGTCCGAGGT-3` 

  
  پلاسما ازها  RNA  میکرواستخراج

 از استفاده با پلاسما ازها  RNA  میکرواستخراج
 مراحل .شد انجام )ایران-سیناکلون( RNX Plus کیت
 صورت کیت در موجود دستورالعمل با مطابق کار انجام

 RNX Plus میلی لیتر محلول 1 خلاصه، طور به .پذیرفت
 افزوده شده، سانتریفیوژ پلاسمايمیکرولیتر  200 روي بر

 از بعد ،سپس .گردید انکوبه اتاق دماي در یقهدق 5 و شد
 فوق، محتویات به کلروفورممیکرولیتر  200 افزودن

 گراد سانتی درجه 4  دمايدر دقیقه 5  به مدتانکوباسیون
 محلول ،گراد سانتی درجه 4 در سانتریفیوژ از بعد .شد انجام
 اتانول آن حجم برابر دو به و سازي جدا )آبی فاز( رویی
 مدت به ها نمونه دادن قرار از بعد .گردید اضافه دسر مطلق
 به  سانتریفوژ،گراد سانتی درجه -20دماي در شب یک

 صورت گراد سانتی درجه 4دماي  در دقیقه 60 مدت
 آبمیکرولیتر  40 در حاصله رسوب نهایت در .گرفت

 درجه -70  دمايدر و  شدحل  RNase-DNaseفاقد
  .گردید گهدارين بعدي مطالعات براي گراد سانتی

 miRNA خلوص و غلظت محاسبه منظور به
 دستگاه از استفاده با A260/A280 نسبت شده، استخراج
  .گردید محاسبه )اپندورف( بیوفتومتر

  cDNAبه شده استخراج RNA میکرو تبدیل
 میکرولیتر از میکرو 5 مقدار ابتدا مرحله این در

RNA ساقه مرپرای از میکرولیتر 75/0 با را شده استخراج-
 مخلوط  RNaseفاقد آب میکرولیتر 75/1 مقدار و حلقه
 گراد سانتی درجه 75 دماي در دقیقه 5 مدت به و کرده

  X RT 10بافر از  میکرولیتر1 مقدار سپس و کرده انکوبه
  میکرولیتر5/0 و ) میلی مولارdNTp) 10 میکرولیتر 1 و

 را )ویوانتیس( M-MuLV ترانس کیرپتاز معکوس آنزیم
 درجه 25 دمایی برنامه با مطابق و کرده اضافه ه آنب

  به مدتگراد سانتی درجه 37 دقیقه، 15  به مدتگراد سانتی
 75 و دقیقه 45  به مدتگراد سانتی درجه 42 دقیقه، 15

در دستگاه ترموسایکلر  دقیقه 10  به مدتگراد سانتی درجه
 -20  دمايدر بلافاصله شده سنتز هايc-DNA .یمداد قرار

  .شد ذخیره بعدي آزمایشات براي گراد سانتی درجه
 ،mir-103 هاي ژن بیان میزان یکم بررسی

SNORD47 و U6  
 Light cycle دستگاه در qRT-PCR واکنش

 هاي رك و افزار نرم مانیتور، با همراه )،آلمانروشه( 96
 .پذیرفت صورت تکرار بار سه با و )،آلمانروشه( اختصاصی

 ®X 1(SYBR(ازمیکرولیتر  5/7 مقدار واکنش این در

PremixExTaq ™ II ازمیکرولیتر  45/0 مقدار با 
 و )همگانی(سنس پرایمرآنتیمیکرولیتر 45/0 پرایمرسنس،

 1/5 همراه به الگو DNA(c-DNA)میکرولیتر  5/1
-زمانی برنامه .گردید مخلوط RNase  فاقدآبمیکرولیتر 

  :گردید تنظیم زیر مرحله سه در دستگاه گرمایی
 منظور به گراد سانتی درجه 95 دماي در دقیقه 3

 سیکل 40 سپس ،cDNA مولکول اولیه  سازيواسرشت
 واسرشت جهت گراد سانتی درجه 95 دماي در ثانیه 10 شامل
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 اتصال جهت گراد سانتی درجه 55 دماي در ثانیه 10 ،سازي
 منظور به گراد سانتی درجه 72  دمايدر ثانیه 15 و پرایمرها

  .سازي طویل
 ذوب منحنی ،ها سیکل یافتن پایان از پس چنین هم

 درجه 65 دمایی بازه در ها آن خلوص تعیین منظور به ها نمونه
  .شد رسم گراد سانتی درجه 95 تا گراد سانتی

  آماريتحلیل 
 شده طراحی هاي آزمون تشخیصی دامنه تعیین

 صورت خطی رگرسیون آنالیز از استفاده با الگو هر براي
 تغییرات ضریب از بیان تغییرات بررسی منظور هب .پذیرفت
تی تست استیودنت  آماري تست نیز و Cq هاي شاخص
 متغیر هاي گروه در ها داده بودن نرمال تعیین .شد استفاده
 صورت اسمیرنف- کولموگروفتست از استفاده با مستقل

 16 نسخه SPSS افزار نرم ها به وسیله تحلیل کلیه .پذیرفت
 نظر در درصد 5 از تر کوچک داري معنی حسط و شد انجام

  .شد گرفته
  

  ها یافته
  بیماران و ها نمونه

 گروه عنوان هب سالم افراد از نمونه 40 ،مجموع در
 20 و مذکر مورد 20 تعداد، این از که انتخاب شدند کنترل
 بود سال 28 گروه این افراد سنی گینمیان .بودند مونث مورد

 تعداد بیمار، 40 مجموع از مقابل در ).سال 38 تا 26 دامنه(
 بیمار )درصد 5/57( 23 و مونث بیمار )درصد 5/42( 17

 دامنه( سال 49 گروه این در افراد سنی میانگین .بودند مذکر
  .بود )سال 68 تا 28

  RT-qPCR روش عملکرد صحت بررسی
 عملکرد صحت بررسی منظور به

 Real-time PCR آزمون شده، طراحی الیگونوکلئوتیدهاي
 الگو هر روي بر اختصاصی الیگونوکلئوتیدهاي از استفاده با

 و اختصاصی محصولات مشاهده از پس و گرفت انجام
 منحنی آنالیز از استفاده با پرایمر دایمرهاي از ها آن افتراق
 1 شکل .گردید واکنش شرایط سازي بهینه به اقدام ذوب

-miR اهداف از یک هر محصولات تکثیر از حاصل نتایج

103،SNORD 47 و U6 دهد می نشان را.  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  

  
  
  
  

 استفاده با Real-time PCR واکنش از حاصل نتایج .1 شکل
 و )miR-103 )A(، SNORD47 )B اختصاصی پرایمرهاي از

U6)C( )نمونه تکثیر نمودار و افقی خط به صورت آستانه نقطه 
  .)است شده داده نشان شکل در منفی کنترل و مثبت

  
 مورد اهداف تشخیص توانایی تعیین منظور به

 هاي غلظت از اي بازه در الیگونوکلئوتیدها وسطت بررسی
 ،100 هاي غلظت از منحنی یک تولید به اقدام الگو، مختلف

 3 با غلظت هر سپس .شد cDNA از نانوگرم 1/0 و 1 ،10
 مورد مولکول هر اختصاصی پرایمرهاي از استفاده با تکرار

 ملاحظه 2 شکل در که گونه همان .گرفت قرار ارزیابی
 خطی، رگرسیون آنالیز از حاصل نتایج اساس بر گردد، می

 بررسی، مورد مولکول سه هر براي شده طراحی هاي تست
 اي دامنه در اهدافشان تشخیص جهت مناسب کارایی داراي

  .دنباش می مختلف هاي غلظت از
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 جهت شده گرفته کاره  ب هاي تست نبود خطی بررسی .2 شکل
  .بررسی مورد اهداف تشخیص

 در رگرسـیون  معادلـۀ  خـط  شـیب  و رگرسیون تعیین ضرایب(
  .)است شده داده نشان تصویر هر راست سمت و بالا قسمت

  
 مـورد  هـاي RNA بیـانی  سـطوح  نوسـانات  بررسی
  کنترل افراد و بیماران در بررسی

 در نظر مورد اهداف بیان تغییرات بررسی منظور به
 میکروگرم 1 مقدار معده، سرطان به مبتلایان و سالم افراد بین

cDNA واکنش هر در qPCR قرار آزمایش مورد دوبار 
 مقایسه کنترل و بیماران گروه بین Cq هاي شاخص و گرفت
 اساس بر گردد، می ملاحظه 3 شکل در که گونه همان .شدند
 ،تی تست آزمون هوسیله ب گروه دو مقایسه از حاصل نتایج
 U6 و )=SNORD47 )353/0p هايRNA بیان میزان

)198/0p=( و بیمار گروه بین دار معنیبیان  یراتیتغ داراي 
 دو بین miR-103 لکولوم بیان دیگر سوي از .نبود کنترل
 شاخص اساس این بر و )=017/0p(نبود یکسان گروه

Cqمولکول هاي miR-103 سرطان به مبتلایان گروه بین در 
 سوي از ).2 شکل(بود تر پایین کنترل گروه به نسبت معده
 هب نیز کنترل و بیماران گروه در بیان تغییرات میزان ،دیگر
 میزان اساس این بر .گردید محاسبه تغییرات ضریب هوسیل

 بیماران هاي گروه در U6 مولکول Cq هاي شاخص تغییرات
 محاسبه درصد 56/5 و درصد 08/5 ترتیب به کنترل و
 براي شده محاسبه تغییرات ضریب مشابه طور هب .ردیدگ

SNORD47 بود درصد 55/1 و 1/4 گروه دو این در.  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

 در بررسـی  مـورد RNA اهـداف  بیان تغییرات ارزیابی .3 شکل
 تغییـرات  )A( .معـده  سـرطان  بـه  مبتلایـان  و سالم افراد بین

SNORD47، )B( لکولوم U6 و  )C(  بیان  تغییرات  miR-103  
  

  بحث
 ژن انتخاب منظور به مهم معیارهاي از یکی

 .است مطالعه مورد اهداف با آن مقایسه قابل اندازه رفرنس،
 میکرو یکم هاي داده کردن نرمال منظور به اساس این بر

RNA،از باید ها RNAاستفاده کوچک اندازه با هایی 
 نقش افزون روز اهمیت درك به توجه با ،رو این از .)21(نمود

 مختلف هاي سرطان تشخیص نیز و توسعه در هاRNAمیکرو
 RNA انتخاب مطالعه این هدف معده، سرطان جمله از

 از ناشی کمی هاي داده کردن نرمال جهت مناسب رفرنس
 سرطان به مبتلا بیماران پلاسماي نمونه در هاmiRNA بیان

 لکولوم سه ،مختلف مقالات مرور اساس بر .بود معده
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SNORD47، U6 و miR-103 ترین فراوان جمله از 
RNAهاي داده کردن نرمال در شده استفاده رفرنس هاي 
 در رو این از که بودند سرم و پلاسما در هاRNA میکرو
 از حاصل نتایج .گرفتند قرار ارزیابی مورد حاضر همطالع

 استفاده با مختلف هاي غلظت در cDNA الگوهاي بررسی
 تست سه هر که داد نشان هشد طراحی الیگونوکلئوتیدهاي از

 الگو مختلف هاي غلظت از اي دامنه خطی تشخیص به قادر
 یکم بررسی از حاصل نتایج .باشند می بالینی نمونه یک در

 سرطان به مبتلا بیماران هاي نمونه بین در Cq هاي شاخص
-miR مولکول بیانی سطوح که داد نشان کنترل افراد و معده

 تر دقیق طور هب .باشد می دوگروه در بیان تفاوت داراي 103
 میانگین استیودنت  تی تستآماري آزمون نتایج اساس بر

 )SD=9/1( 07/26 معادل بیماران گروه در Cq هاي شاخص
 یافته این که شد محاسبه )SD=35/1( 4/28 کنترل افراد در و
 نشان یافته این ).=017/0p(بود دار معنی آماري نظر از

 سرطان به مبتلا بیمارن در miR-103 لکولوم که دهد می
 رو این از و شود می بیان افزایش دستخوش خود معده
-RT آزمون در به رفرنس ژن یک عنوان هب آن از توان نمی

qPCR مطالعاتی از برخی با یافته این اگرچه .نمود استفاده 
 داراي حیوانی هاي مدل در را miR-103 بیان افزایش که

 از برخی اما با ،)22( تطابق دارداند نموده گزارش معده سرطان
 کننده لنرما عنوان هب را miR-103 که پیشین مطالعات

 مغایر نمودند معرفی پلاسما در هاRNAمیکرو بیانی سطوح
در پژوهشی مشابه  همکاران و سانگ جمله از .)24 ،23(است

 مولکول بیانی سطح که نمودند عنوان چین در 2011 سال در
miR-103 معده سرطان به مبتلایان و سالم راداف سرم در 

 نتایج که است صورتی در این ،)20(است یکسان اًتقریب
 ،دیگر سوي از .کند می نقض را یافته این حاضر پژوهش

 SNORD47 مولکول دو بیان که داد نشان مطالعه  ایننتایج
 فاقد و یکسان مطالعه مورد جمعیت دوگروه در U6 و

 353/0 معادل ترتیب به p شاخص( باشد می دار معنی تغییرات
 سطوح از که قبلی مطالعات از برخی با یافته این ).198/0 و

 یکم هاي داده کردن نرمال جهت RNA دو این بیانی
 اند نمودهاستفاده  پلاسما یا سرم در هاRNA میکرو سنجش

 در ها داده تغییرات ضرایب ارزیابی نتایج .)25 ،6(سو است  هم

 مولکول در تغییرات که نمود مشخص گروه هر
SNORD47 لکولوم از کمتر U6 باشد می.  

  
  گیري نتیجه

 مولکول دو هر ،حاضر مطالعه هاي یافته اساس بر
SNORD47 و U6 نمونه در پایداري بیانی سطوح داراي 

 از و هستند سالم افراد و معده سرطان به مبتلا افراد پلاسماي
 کردن نرمال در بمناس رفرنس ژن عنوان هب توانند می رو این

 گرفته کار هب هاRNA میکرو بیانی سطوح یکم هاي ارزیابی
 هب SNORD47 کوللمو رسد می نظر هب ،وجود این با .شوند
 از تر پایین Cq هاي شاخص و بیانی کمتر نوسانات علت
 از استفاده امکان علاوه هب .باشد برخوردار بیشتري یتحارج

 قرار تأیید مورد رفرنس ژن عنوان هب miR-103 مولکول
 به مبتلایان در مولکول این شد داده نشان چراکه نگرفت،
  .گردد می بیان افزایش دستخوش معده سرطان

  
 قدردانی و تشکر

 نامه پایان از بخشی گرفته ازرب حاضر پژوهش
 که باشد می اراك پزشکی علوم دانشگاه در ارشد کارشناسی

 گردیده أمینت وريآ فن و تحقیقات معاونت توسط آن هزینه
 از را خود قدردانی مراتب دگانننویس وسیله بدین .است

 آزمایشگاه نیز و ایران بانک تومور مرکز همکاران
 علوم دانشگاه شناسی ویروس و مولکولی میکروبیولوژي

  .دارند می ماعلا مولایی ندا خانم ویژه هب اراك پزشکی
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