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Abstract 

Background: Nowadays, drug resistances are the main problems in no response of cancer 
patients to drug. Identification of molecular mechanisms and causative agents of drug resistance can be 
important to determine the treatment method in different stages of disease. In this study, for the first time, 
expression of multidrug resistance (MDR1) gene was studied in colorectal cancer by Carbon Nanotubes 
(CNTs)-based nanobiosensor method.  

Materials and Methods: At first, a nanobiosensor was designed based on carbon nanotubes 
(CNTs). After optimizing reaction condition to identify target DNA sequence, colorectal cancer patient’s 
cDNA samples were evaluated by nanbiosensor.  

Results: After immobilizing the probe on CNTs, Fluorescence immersion was quenched but by 
adding complementary DNA, fluorescence again was observed. In hybridization reaction of cDNA with 
nanobiosensor high significant levels of fluorescence emission was observed in colorectal cancer tumor 
samples compared normal tissue indicating high level expression of MDR1gene in tumor tissue. 

Conclusion: Finally, the evaluation of the expression of MDR1 gene by nanobiosensor indicated 
that in colorectal cancer tissue MDR1, mRNA level was higher than normal tissue. In addition, the results 
of this study indicated that carbon nanotubes-based nanobiosensor beside PCR-based method can be used 
as a very powerful tool for expression studies in human cancers at mRNA levels. 

Keywords: Carbon nanotubes, Colorectal cancer, MDR1, Nanosensor  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Corresponding Author: 
Address: Department of Biology, Faculty of Sciences, University of Maragheh, Maragheh, Iran 
Email: karimifm@maragheh.ac.ir 

83  



 

                                                                                                                                                                                                                                                          84  

  مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك                                                                                                            مقاله پژوهشی       
 83-93، 1396نآبا)، 125(شماره پیاپی  8، شماره 20سال                                                                                                                          

 

  زیستی گرحس نانو روش از استفاده با کلورکتال سرطان درMDR1  ژن بیان مطالعه
 

 *1فرخ کریمی
  

 استادیار ژنتیک، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه مراغه، مراغه، ایران. .1

  
  3/7/96: پذیرش تاریخ، 16/11/95: دریافت تاریخ

 
  چکیده

 شناسـایی . باشـد مـی  دارو بـه  سـرطانی  بیمـاران  پاسـخ  عـدم  در اصـلی  عوامل از دارویی هايمقاومت امروزه زمینه و هدف:
 مراحـل  در درمـان  روش تعیـین  در اهمیتـی  حـائز  نقش تواندمی دارویی مقاومت کننده ایجاد عوامل و ي مولکولیهامکانیسم
 سـرطان  بیمـاران  دارویـی  مقاومـت  در مهـم  هـاي ژن ازکـه   MDR1 ژن بیـان  ،مطالعه این در. باشد داشته بیماري مختلف

 سـرطان  بافـت  نمونـه  دربـر پایـه نانولولـه هـاي کربنـی       زیستیگرحسنانو روشاز  استفاده با بار اولین براياست،  کلورکتال
  .گرفت قرار بررسی مورد کلورکتال

 در گـر حسنـانو  شـرایط  سازي بهینه از بعد .گردید طراحی کربنینانولوله پایه بر زیستیگرحسنانو یک ابتدا ها:مواد و روش
  .گرفت قرار ارزیابی مورد کلورکتال سرطان بیماران به مربوط cDNA نمونه هدف، DNA توالی شناسایی

هـاي  نانولولـه  سـطح  در MDR1 ژن گرکاوش تثبیت که داد نشان گرحسنانو طراحی سازي بهینه به مربوط نتایج ها:یافته
 در. گردیـد  ظـاهر  فلورسانس نشر دوباره ممکل توالی کردن اضافه با ولی شود،می نوري فلورسانس نشر خاموشی باعث کربنی

  فلورسـانس در   هـاي بافـت تومـوري و سـالم کلورکتـال، نشـر      مربوط به نمونـه  cDNAبا  حس گرنانوواکنش هیبریداسیون 
    باشددر بافت توموري می ژن این بیان بالاي  سطح دهنده نشان کهبیشتر بود  دارمعنی طوره هاي توموري بنمونه

 در ژن ایـن  بیـان  کـه  داد نشـان  زیسـتی گرحس روش از استفاده با MDR1 ژن بیان بررسی نتایج ،نهایت در گیري:نتیجه
نـانو   کـه  داد نشان تحقیق این نتایج بر این، علاوه .یابدمی افزایش سالم نمونه به نسبت کلورکتال سرطان توموري بافت نمونه
 مطالعـات  بـراي  PCR هـاي روش کنـار  در منديقدرت ابزار عنوان به تواندمی کربنی هاينانولوله پایه بر زیستی هايگرحس
  .گیرد قرار استفاده مورد انسانی هايسرطان در mRNA سطح در ژن بیان

  MDR1 کلورکتال، سرطان کربنی، نانولوله ،گرحسنانو: کلیدي واژگان
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 مقدمه
 یـا  کلـون  سـرطان  هاينام به که کلورکتال سرطان

 در سـرطانی  هايسلول رشد پی در شودمی خوانده نیز روده

 علـت  سومین  بیمار این ).1،2( شود می ایجاد رکتوم و کولون
 ).3( است زنان و مردان در سرطان، از ناشی میر و مرگ عمده

 موفقیت عدم در اساسی مشکلات از یکی دارویی هايمقاومت
 کلورکتــال ســرطان در بخصــوص ســرطانی بیمــاران درمــان در

 هـاي سلول بیماري پیشرفت مراحل در). 4( گردد می محسوب
 دهند نمی پاسخ دارو به مختلف هاي مکانیسم ایجاد با سرطانی

  مقاومت سلول، خارج به دارو شدن پمپ شامل ها مکانیسم این
ــذب در ــال دارو، ج ــدن فع ــم ش ــر مکانیس ــاختار تغیی  و دارو س

). 5(باشــدمــی دارو القــائی آپوپتــوز مقابــل در ســلول مقاومــت
 بـا  مقابلـه  براي روش موثرترین که درمانی شیمی روش امروزه
 باشـد، مـی  متاسـتاتیک  و پیشرفته مراحل در سرطانی هايسلول

 درمـانی  عوامـل  بـه  تومورها که شودمی باعث دارویی مقاومت
  ).6،7( نشود واقع موثر درمان و ندهند پاسخ

 تـرین مهم دارویی، مقاومت هايمکانیسم بررسی در
 خــانواده توســط ســلول خــارج بــه دارو شــدن پمــپ مکانیســم

ــی ــپورتر از بزرگــ ــايترانســ ــته هــ ــه وابســ ــام ATP بــ  بنــ
ABC)Adenosine triphosphate Cassette 

Transporter  (باشدمی )خـارج  باعث هاترانسپورتر این). 8 
. شـوند  مـی  سـلول  از مختلـف  هايساختار با داروها انواع شدن

 هـاي  خـانواده  تـرین بـزرگ  از یکـی  ،ABC ناقلین ي خانواده
 تا هامیکروب از زنده، هايارگانیسم تمام در و هستند پروتئینی

 شـده  حفاظـت  سـاختار  و عملکـرد . )9شـوند (  مـی  دیده انسان
-آن اساسی ساختار. هستند حیاتی نقشی حاوي نتیجه در دارند،

ــا ــین از اســــت ترکیبــــی هــ ــايدمــ ــال هــ ــه اتصــ  ATP بــ
)NBD=Nucleotide Binding Domain (ــین و -دم

 گروه سه. باشد می شده حفاظت) TMD(غشایی  عرض هاي
-P شـامل  دارنـد  نقـش  MDR در کـه  ABC ناقلین ي عمده

gp  کلاســیک)MDR1,ABCB1(، ــروتئین ــرتبط پ ــا م  ب

MDR)Multidrug Related Protein=MRP( 

)MRPي زیرخانواده در ها ABCC (پـروتئین  و ABCG2 
 از اصـلی  جـزء  عنوان به MDR1 پروتئین). 10،11( باشند می

 بــزرگ گلیکــوپروتئین یــک ،ABC ترانســپورترهاي خـانواده 
 ژن). 11( باشـد  مـی  دالتـون  کیلو 170 مولکولی وزن با غشایی

 دارد قـرار  7 شـماره  کروموزوم روي در پروتئین این کننده کد
-گسترده طور به و ژن این بیان. باشد می اگزون 28 داراي که

 هـاي بافـت  دارو، بـه  مقـاوم  و حساس سلولی هايرده در اي

 از اسـتفاده  بـا  سـالم  و تومـورال  پارافینـه  هـاي بافـت  و تـازه 

 شـده  مطالعـه  Real time PCR و RT-PCR هـاي روش 
 کـه  انـد داده نشـان  مختلـف  مطالعـات ). 17 ،16 ،12-14( است
ــان ــاران در MDR1 ژن بی ــتلا بیم ــه مب ــرطان ب ــال س  کلورکت

 رایجـی  هايروش اخیر هايسال در ).18-20( یابدمی افزایش
 ژنتیـک  هايروش گرددمی استفاده هاژن بیان بررسی براي که

. باشدمی  Real time PCR و RT- PCR شامل مولکولی
 هـا آن بـه  منـابع  در که هستند معایبی و مزایا داراي هاروش این

 فناوري ظهور اخیر هاي سال طی در). 21،22( است شده اشاره
 مولکــولی زیســت و پزشــکی هــاي حــوزه در آن ورود و نــانو

 نـانو . اسـت  شده تشخیصی و درمانی هايروش در تحول باعث
 کـه  باشندمی فناوري نانو پایه بر ابزارهایی زیستی هايگرحس

 هـاي  نمونـه  در را زیسـتی  هـاي مولکـولی  بالا دقت با توانندمی
 از هـا گرحـس  ایـن  طراحـی  در). 23( نماینـد  شناسایی مجهول
-اسید مکملی رابطه مثل زیستی هايمولکول اختصاصی روابط

 اسـتفاده  سوبسـترا  آنـزیم  و بـادي آنتـی  ژنآنتی نوکلئیک، هاي
 الکتروشـیمیایی،  انـواع  بـه  زیسـتی  هـاي گرحـس  نانو. گرددمی

-حـس نانو هاآن بین در. شوند می تقسیم فلورسانسی مکانیکی،

 مـورد  بیشـتر  بـالا  حساسیت و دقت دلیل به فلورسانسی هاي گر
ــه ــی توج ــندم ــی در). 23( باش ــس طراح ــرح ــايگ ــتی ه  زیس

 طـلا،  کربنـی،  نـانوذرات  مثـل  مختلفی نانوذرات از فلورسانسی
 ذرات نــانو). 23( اســت شــده اســتفاده یکوانتــوم نقــاط و نقــره

 دمـایی،  هـاي ویژگـی  داشـتن  خـاطر  بـه  نانولوله هـا  مثل کربنی
 ایـن  تمـام  کنتـرل  امکـان  و بـالا  بسیار سطحی مساحت اپتیکی،
باعـث شـده اسـت     شیمیایی کردن دارعامل طریق از ها ویژگی
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 مـورد  بیشـتر  زیسـتی  هايگرحس طراحی نانوذرات درکه این 
 یـک  بـار  اولین براي پروژه این در). 25 ،24( قرار گیرند توجه

 ژن بیـان  سـنجش  بـراي  کربنی هاينانولوله پایه بر گرحس نانو
MDR1 را آن عملکـرد  سـپس  و شد ساخته و طراحی انسانی 

  .گرفت قرار بررسی مورد کلورکتال سرطانی نمونه در
 هاروش و مواد

 مـرك  شـرکت  از اسـتفاده  مـورد  شیمیایی مواد کلیه
ــداري آلمــان ــد خری ــاوش. ش ــرک ــايگ ــرکت از DNA ه  ش

Bioneer اسـتخراج  بـراي  ترایـزول . گردیـد  تهیه جنوبی کره 
RNA شـرکت  از کربوکسـیله  دیـواره  چنـد  کربنـی  نانولوله و 
Sima ستنز براي. شدند خریداري cDNA شـرکت  کیـت  از 

Fermentas شد استفاده آمریکا.  
   کربنی هاينانولوله میکروسکوپی آنالیز

 هـاي  روش از اسـتفاده  بـا  تهیـه  از بعد کربنی نانولوله
ــالیز ــکوپ آن ــی میکروس  Scanning Electron الکترون

Microscope (SEM) و Transmission electron 

microscopy (TEM)ــعه  یزنــالآ و  X Energy اش

Dispersive X-Ray Spectroscopy (EDX   مـورد
  قرار گرفت. ییدتا

ــی ــاوش طراح ــايگرک ــی ه ــراي اختصاص   ژن ب
MDR1  

 از اسـتفاده  بـا  MDR1 ژن بیـان  بررسـی  منظـور  بـه 
تـواي ژن   سـرطانی،  بافـت  نمونـه  در زیسـتی  گرحسنانو روش

MDR1  از ســـایتNCBI  ــد و ــرکـــاوشاســـتخراج شـ  گـ
 از اسـتفاده  بـا  اختصاصی براي بخـش کـد دهنـده ایـن ایـن ژن     

 ژن آن بـراي  بـودن  اختصاصی و شد طراحی OLIGO برنامه
MDR1 افـزار  نـرم  از استفاده با Blast  بعـد از  . شـد  ارزیـابی

 FAMزاي فلورســنس رنــگاز  اسـتفاده  بــا گـر کــاوشسـنتز،  
 کـره  Bioneer شـرکت  از هـا تـوالی  تمـامی . دار گردیـد نشان

  .)1جدول( گردید خریداري جنوبی
 

  ممکل رشته و گرکاوش مربوط اولیگونوکلئوتیدي هاي. توالی1جدول
  دماي اتصال  توالی  نام پرایمر  نوع توالی

  MDR1P 5'GAA GAG CAC AGT GGT CCA GC-3'  ۶۴ºC  گرکاوش

 MDR1T 5-GCT GGA CCA CTG TGC TCT TC-3'   ۶۴ºC گرتوالی مکمل کاوش

 
 نانولولـه  سطح درMDR1 گرکاوش DNA تثبیت

  کربنی هاي
 یرکووالاناز روش غ کاوش گر DNA یتتثب براي

 به کاوش گر DNAجذب  يساز ینهبه براي ابتدااستفاده شد. 

-فـاکتور  π–πکووالان  یرغ هاي پیوند طریق از کربنی نانولوله

 30شد. مقدار  يساز ینهبه هاي کربنینانوله و غلظت زمان هاي
از  یکرولیتـر م 15نـانومولار بـا    100پـرب   DNAاز  میکرولیتر

 مخلـوط گرم بر میلی لیتـر  میلی 10غلظت  با یکربن نانولولهنانو 
 mm NaCl, 5 mm KCl 200 )تـریس  بـافر  بـا  و شـده 

and 5 mm MgCl2. pH=8) یتـر ل یلیم 2 ییبه حجم نها 
دور در دقیقـه   160و در روي شیکر لـرزان بـا دور    رسانده شد.

-در زمـان  ينشـر  یفسپس ط در دماي آزمایشگاه قرار گرفت

 نانولولـه غلظـت   يسـاز  ینـه به يمختلف خوانـده شـد. بـرا    يها
-نانومولار با غلظـت  100پرب  DNAاز  یکرولیترم 30 یکربن

مثل روش بالا با بافر و شد  مخلوط یکربن نانولولهمختلف  هاي
 طیـف  شـد سـپس   رسـانده  لیتـر  میلـی  2 نهـایی  حجـم به  یستر

بعد از قرار گرفتن در روي شـیکر لـرزان مثـل روش     آن نشري
بــه  DNA جــذب شــده بهینــه دقیقــه (زمــان 20بــالا بــه مــدت 

  شد.  ده) با استفاده از دستگاه فلوریمتر خوان یکربن نانولوله
ــانو ســازي بهینــه و هیبریداســیون ــه بــر گــرحسن  پای

  هدف DNA شناسایی براي یکربن نانولوله
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 درMDR1 مربـوط بـه ژن    گـر کاوش یتاز تثب بعد
 یبا اسـتفاده از تـوال   یبریداسیونواکنش ه ی،کربن نانولولهسطح 

بـه   یبریداسـیون . در واکـنش ه یرفتانجام پـذ  گرکاوشمکمل 
از  یکرولیتـر م 30مقـدار   یبریداسـیون زمـان ه  سـازي ینهمنظور به
DNA ــاوش ــرکــ ــا  MDR1 100ژن  گــ ــانومولار بــ  15نــ

گرم بر میلی لیتـر  میلی 10با غلظت  کربنی نانولولهاز  یکرولیترم
 mm NaCl, mm 200) یسمخلـوط شـد و بـا بـافر تـر     

5KCl and 5 mm MgCl2. PH=8) 2 ییحجـم نهـا   به 
از  یکرولیتـر م 30مقـدار   یقـه دق 20رسانده شد. بعد از  یترل یلیم

نـانومولار اضـافه شـده و     100غلظـت  با گرکاوشمکمل  یتوال
مختلف خوانده شد. بعد از  يهاآن در زمان ينشر یفسپس ط

 غلظـت  بـا  هیبریداسیون واکنش هیبریداسیون، زمان سازيینهبه
انجـام   نیـز MDR1  ژن گـر کـاوش  مکمل توالی مختلف هاي

  خوانده شد.  ينشر یفو ط یرفتپذ
   RNA استخراج

 ســـرطانی بافـــتکـــل از نمونـــه  RNA اســـتخراج
بــا تهیــه شــده از بیمارســتان شــهریار تبریــز  ســالم و کلورکتــال

 RNAاسـتخراج   ي. براشداستخراج  یزولاستفاده از روش ترا
منتقـل   یکروتیـوب بـه هـر م   یگرم از بافت سـرطان یلیم 50ابتدا 

 از پــس. یــداضـافه گرد  یــزولترا یتــرل یلـی م 1کـرده بــه میــزان  
 گرادسانتی درجه 25 دماي در دقیقه 5 مدته ب کردن، مخلوط

 اضـافه  مخلـوط  به کلروفرم میکرولیتر 200 سپس شد داده قرار
 مخلـوط ) شـدید  نـه ( ملایـم  تکـان  بـا  ثانیـه  15 مدت به و کرده

 در دقیقـه  15 مـدت  بـه  آمده دسته ب مخلوط ادامه در. گردید
 12000 سـرعت  با سپس و نگهداري گرادسانتی درجه 4 دماي

ــه  ــهدور در دقیق ــدت ب ــه 15 م ــانتریفیوژ دقیق ــد س ــد. ش  از بع
 داده انتقـال  اسـتریل  جدیـد  هاي ویال به را رویی فاز سانترفیوژ

. گردیـد  اضافه ایزوپروپانول رویی فاز حجم هم اندازه به سپس
 15 مـدت  بـه  حاصـل  مخلوط ایزوپروپانول کردن اضافه از بعد

 بــا حاصــل مخلــوط ســپس. شــد داده قــرار یــخ روي بــر دقیقــه
 از بعـد . شـد  سـانترفیوژ  دقیقه 15 مدت بهدور در دقیقه  12000

 با RNA به مربوط رسوب و ریخته دور را رویی فاز سانترفیوژ

 نهایـت  در. شـد  داده شـو و  شستدرصد  75 اتانول لیتر میلی 1
RNA بـه دور در دقیقـه   7500 سـرعت  بـا  اتانول در شده حل 

 از بعـد . گردیـد  سانترفیوژ گرادسانتی درجه 4 در دقیقه 8 مدت
 خشـک  حاصـل  رسـوب  و ریختـه  دور را رویی فاز سانتریقیوژ

 نهایــت در. شـد ) گــردد خشـک  کامــل نبایـد  RNA رسـوب (
  Rnaseاز عاري آب میکرولیتر 50 در را شده خشک رسوب

عـدم   از اطمینـان  جهـت  RNA اسـتخراج  از بعـد . گردید حل
. شد تیمار نیز Dnase با شده استخراج DNA، RNA وجود

 طـولانی  نگهـداري  براي و -20دماي در RNA حاوي محلول
  .شد داده قرار درجه -70 دماي در مدت

    cDNA سنتز
هـاي بافـت سـالم و    ار نمونـه  RNAبعد از استخراج 

بــا اســتفاده از دســتگاه    RNAتــومري کلورکتــال، غلظــت   
نانومتر تعیـین گردیـد. بعـد     260اسپکتروفتومتري در طول موج 

ــدار   ــت، مق ــین غلظ ــرم از  2از تعی ــه   RNAمیکروگ ــر نمون ه
ــدت    ــه م ــته ب ــدار     10برداش ــپس مق ــد. س ــانده ش ــه جوش دقیق

میکرولیتر از  Dntp   ،5میلی مول بر لیتر 10 میکرولیتر از25/1
واحد آنزیم رونوشت  60بافر آنزیم رونوشت بردار معکوس و 

شرکت فرمنتاز اضافه کرده به مدت  M-MuLبردار معکوس 
گــراد قــرار داده شــد. در درجــه ســانتی 42ســاعت در دمــاي  1

دقیقـه در   10ساخته شده بـه مـدت    cDNAنهایت نمونه هاي 
یــر فعــال شــود. درجــه نگــه داشــته شــد تــا آنــزیم غ  70دمــاي 

cDNA  درجه نگهداري گردید.  20-سنتز شده در دماي  
 گـر کـاوش  از اسـتفاده  بـا  MDR1 ژن بیان بررسی

  گرحسنانو سطح در شده تثبیت اختصاصی
 یبـا تـوال   گـر حـس عملکـرد نـانو    يساز ینهاز به بعد

مکمـل   یتوال يجاه ب یبریداسیونواکنش ه در یک،مکمل سنتت
 کلورکتالساخته شده از نمونه بافت سالم و تومور  cDNAاز 

 5درجه بـه مـدت    100 يدر دما cDNA ابتدا. یداستفاده گرد
انتقال  گرادیصفر درجه سانت يجوشانده شد سپس به دما یقهدق

ــنش ه  ــد. در واک ــیونداده ش ــدار  یبریداس ــرم 30مق از  یکرولیت
DNA ــاوش ــرکــ ــا   MDR1100ژن  گــ ــانومولار بــ  40نــ
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گرم بر میلی لیتر میلی 10 با غلظت کربنی نانولولهاز  یکروگرمم
رسـانده   لیتـر میلی 2 نهایی حجم به تریس بافر امخلوط شده و ب

 واسرشت cDNAاز  یکرولیترم 30مقدار  دقیقه 15شد. بعد از 

 یقـه دق 15شـد و بعـد از    اضافه توموري بافتسالم و  بافت شده
  خوانده شد.  ينشر یفط

  آماري تحلیل
و  شـد  انجـام  تکـرار  سه در حداقل آزمایشات تمامی

ــرا ــل يب ــزار  آن تحلی ــرم اف ــا از ن اســتفاده  18 نســخه SPSSه
ژن   mRNAسـطح  یـان ب یـانگین م يآمار يها. تفاوتیدگرد

MDR1  ــا اســتفاده آزمــون   یدر بافــت ســالم و ســرطان ــی ب ت

ــتیودنت ــال  اس ــطح احتم ــابی >01/0p و >05/0pدر س  ارزی
  .گردید

  
  هایافته

  هاآن آنالیز و کربنی هاي نانولوله
شــده بــا اســتفاده  یــداريخر یکربنــ يلولــه هــا نــانو

ــکوپم ــ یکروسـ ــر و   SEMو  TEM یالکترونـ ــر قطـ از نظـ
انـدازه قطـر    SEM یجدر نتـا  شـد  ییـد تاو  یبررس يمورفولوژ

  ).1(شکلزده شد یننانومتر تخم 30تا  20در  یباوله ها تقرلنانو

 

  
-لوله نانو همربوط ب )Transmission Electron Microscopy )TEM و Scanning Electron Microscope  (SEM)آنالیز .1شکل
  کربنی هاي

  
در  MDR1 ژن يهـا گرکاوش یتتثب EDX یزآنال

 ،EDX یج. در نتــاهــاي کربنــی را تاییــد نمــودســطح نانولولــه
ژن  گـر کاوش-کربنی نانولوله یبترکدر  Pو  Nصر اعن وجود

MDR1 ــده ــه  گــرکــاوش DNAاتصــال  تاییدکنن ــه نانولول ب
  .)2(شکلباشد یم یکربن

 

  
 بـه  مربـوز  EDX) الف. کربنی نانولوله سطح در DNA تثبیت تایید جهت) Energy dispersive X-Ray Analysis (EDX آنالیز. 2شکل

  کربنی نانولوله سطح در تثبیت از بعد گر¬کاوش DNA به مربوط EDX) ب کربنی، نانولوله
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 نانولوله یهپا بر MRP1ژن  گرحسنانو سازيآماده
  کربنی

ــراي ــاده ب ــازيآم ــانو س ــرحسن  ،MDR1ژن  گ
 تثبیـت  یکربن ـ هـاي نانولولـه سـطح   درMDR1 ژن گـر کاوش
نانولولـه  زمـان و غلظـت    هـاي فاکتور سازي بهینه نتایج. گردید

بـر   میکروگرم 40و غلظت  یقهدق 20داد که بعد از  نشان یکربن
در ســطح  گــرکــاوش DNA يهــاتمــام مولکــول یتــر،ل یلــیم

-نشان گرکاوش یو نشر فلورسانس ندشد جذب یکربن نانولوله

 خـــاموش نـــانومتر 522 مـــوج طـــول در FAMدار شـــده بـــا 
  ).3(شکلگردید

 
در  MDR1ژن  گرکاوشخاموش شدن نشر فلورسانس  .3شکل

اثر اتصال به نانولوله کربنی. با افزایش غلظت نانو لوله میزان نشر 
میکروگرم کـاملا   40یابد و نهایتا در غلظت فلورسنس کاهش می

  خاموش می گردد.
  

ژن  گــرحسهــدف بــا نــانو   DNA هیبریداســیون
MDR1 کربنی نانولوله یهپا بر  

 در MDR1ژن  گرکاوش یتتثب يساز ینهاز به بعد
هـدف   یتـوال  ییشناسا يعملکرد آن برا ی،کربن نانولولهسطح 

 فـاکتور  منظـور  ایـن  بـراي . گرفـت  قرار ارزیابی مورد سنتتیک
در واکـنش   یکسـنتت  هـدف  توالی غلظت و هیبریداسیون زمان

ــر  یبریداســیونشــد. در واکــنش ه یبررســ یریداســیونهب در اث
دوبـاره  مکمـل،   یتـوال  باMDR1 ژن  گرکاوششدن  یبریده

 سازي زمان هیبریداسیون، بهینه نتایج. شد فلورسانس ظاهر نشر
 یقـه دق 14 هـدف را  تـوالی  با گرکاوش شدن هیبرید زمان بهینه

 یغلظـت تـوال   یشبـا افـزا   یبریداسیون. در واکنش هتعیین نمود

مقـدار خـود    یشـتر بـه ب  ینکـه تـا ا  یافت یشافزا يهدف نشر نور
  .ید) رسیتبل از تثبق(

ــی ــانب بررسـ ــارانب cDNA در MDR1ژن  یـ  یمـ
  سرطان کلورکتال

 4 سالم توموري و بافت از شده سنتز cDNA نمونه
 بــا MDR1 ژن بیــان بررســی بــراي کلورکتــال ســرطان بیمــار

 قـرار  اسـتفاده  مـورد  یسـتی سـاخته شـده   ز حس گرنانواستفاده 
نتایج مربوط به بررسی نشر فلورسـنس بعـد از واکـنش     .گرفت

 cDNAهیبریداسیون نشـان داد کـه بـه محـض اضـافه کـردن       
 522موج  طول سالم، میزان نشر فلورسانس در توموري و بافت

  ). 4نانومتر افزایش یافت (شکل
  

 
بافـت   cDNAبـا   گـر حسواکـنش هیبریداسـیون نـانو    .4شکل

تومورال بیماران سرطان کلورکتال. در اثر هیبریـد شـدن رشـته    
 cDNAمیزان نشر افزایش می یابـد. در نمونـه    گرکاوشمکمل 

میـزان   MDR1افراد سالم و مریض بر اساس سـطح بیـان ژن   
  ظاهر شده نشر فلورسانس متفاوت می باشد. 

  
 ينمونه هـا  فلورسانس مربوط به نشر یانگینم یسهمقا

cDNA  ــوري ــت توم ــالم  باف ــه  و س ــان داد ک ــزانمنش ــر  ی نش
ــوج  فلورســنس ــه 522در طــول م ــانومتر در نمون ــاين ــت  ه باف

 بالا می باشـد  سالم هاي نمونه از دار بیشتربه طور معنی توموري
)01/0p˂( شکل)این پدیده نشـان دهنـده بیـان بـالاي ژن     5 .( 

MDR1        در نمونه بافـت تومـوري  نسـبت بـه بافـت سـالم مـی
بـه   گـر کـاوش در ایـن آزمـایش تـوالی سـنتتیک مکمـل       باشد.

ژنـومی بـاکتري اشرشـیاکلی بـه      DNA ومثبـت   کنتـرل  نوانع
  .یداستفاده گرد یکنترل منف عنوان
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هاي تـومري و سـالم   در نمونه MDR1مقایسه بیان ژن  .5شکل

بیماران سرطان کلورکتال بر اساس نشر فلورسانس. میزان نشـر  
شتر از نمونه بافت سالم می باشـد  دار بیفلورسانس به طور معنی

  باشد.که نشان دهنده بیان بالاي این ژن می
  

  بحث

 عـدم  در رایـج  علـل  از یکـی  دارویـی  هاي مقاومت
 مولکولی هاي مکانیسم بررسی در. باشد می درمان در موفقیت
ــان در تغییـــــر ــاي پـــــروتئین از برخـــــی بیـــ ــانواده  هـــ خـــ
ABC)Adenosine triphosphate Cassette 

Transporter  (شـدن  پمـپ ها و آن عملکرد در تغییر باعث 
. در )26 ،11 ،10(گـردد مـی  سـلول  از مختلف هاي فرم با دارو

 یکربن ـ نانولوله یهبر پا یفلورسانس گرحسنانو  یکپروژه  ینا
 تـرین یـدي از کل یکـی بـه عنـوان    MDR1 یـان سـنجش ب  براي
مطالعـات   با توجه بـه . یدگرد یخانواده طراح ینا ین هايپروتئ

در اکثــر  MDR1بیــان پــروتئین کولورکتــال قبلــی در ســرطان
افـزایش بیـان ایـن پـروتئین     . )15، 14موارد افزایش مـی یابـد (  

 بـه  بیمـار  پاسخ عدم ب و شده غشایی هاي پروتئین تغییر باعث
 یـان ب یـزان سـنجش م  بنابراین. )17 ،16شود ( می درمانی شیمی
 یماريب ینا يدرمان برانوع روش در تعیین  ،MDR1 ینپروتئ

 بـه  تواندمی معالج پزشک واقع در بسیار حائز اهمیت می باشد.
 دیگري روش از درمانی، شیمی جهت بیمار وقت صرف جاي
اســاس در طراحــی ایــن . کنــد اســتفاده تومــور ســرکوب بــراي
هـاي کربنـی در   استفاده خواص منحصـر فـرد نانولولـه    گرحس

در طـی   هاي فلورسنس زاخاموش کردن نشر فلروسانس رنگ
 FRET(fluorescence resonance energy ینـد آفر

transfer) باشد. مولکـول هـاي   میDNA   اي از تـک رشـته

بـه سـطح نانولوهـاي کربنـی      π–πطریق پیوند هاي غیرکوالان 
جذب مـی شـوند. ایـن پدیـده باعـث نزدیکـی ترکیـب رنگـی         

سـانس  فلورسنس زا به سطح نانولوله و خاموش شدن نشـر فلور 
تک رشته جذب شده در سطح نانولولـه   DNAآن می گردد. 

دو   DNAدر اثر هیبرید شده با توالی مکمل خود، به صـورت 
گـردد. ایـن پدیـده    اي درآمده و از سطح نانولوله جدا میرشته

در  .)27شـود ( باعث ظاهر شدن دوباره نشر فلورسـنس آن مـی  
 بـا  MDR1 ژن  يشـده بـرا   یطراح ـ گـر کـاوش  ایـن مطالعـه  

بـراي   .ردیـد دار گنشان FAM يفلورسنت زا رنگ از استفاده
در  MDR1نشاندار شـده ژن   گرکاوش، حس گرساخت نانو

در سـطح نانولولـه    گرکاوشسطح نانوکربنی تثبیت شد. تثبیت 
 نانومتر 525در طول موج  FAMباعث خاموشی نشر فلوسنس 

قـدرت خـاموش    . علت این پدیـده مربـوط بـه   )3(شکلگردید
 DNAباشد که با جـذب مولکـول   ی میکربن نانولوله ندگیکن

بـه سـطح خـود     π–π يهـا  پیونـد  یـق از طردار تک رشته نشان
ــد.    در ). 25(باعــث خاموشــی نشــر فلورســنس آنهــا مــی گردن

بـه سـطح نانولولـه     کـاوش گـر  بررسی سینتیک واکنش اتصـال  
 نانولولـه کربنـی  و غلظت مدت زمان تثیبت  يفاکتور هاکربنی 

و  به عنوان بهینه زمان دقیقه 20زمان  در نتایج، شد. يساز ینهبه
لیتر به عنـوان بهینـه غلظـت بـراي     میکروگرم بر میلی 40غلظت 
انتخــاب گردیـد. در طــی ایـن شــرایط کلیــه    گـر کــاوشتثبـت  

به سطح نانولوله کربنی متصل شـدند و   کاوش گرهاي مولکول
خـاموش  نانومترکاملا  525در طول موج  FAMنشر فلوسانس 

 رشـته  شـدن  اضـافه  به محـض  هیبریداسیون واکنش در گردید.
دوباره نشر فلورسانس در  ،کاوش گرهدف  cDNAو  مکمل

 cDNAغلظــت  یشو بــا افــزا یــدگرد ظــاهر 525طـول مــوج  
توانـد بـه    یم ـ یـده پد یـن ا دلیلشد.  یشترنشر فلورسانس ب یزانم

دو رشـته   اثـر  در از سطح نانولوله کاوش گر DNAجدا شدن 
. در منابع گـزارش شـده اسـت کـه در اثـر      )28شدن آن باشد (

بـه   کـاوش گـر    π–πاتصـالات  پـرب اضافه شدن رشته مکمل 
 یکربن ـ نانولولـه از  کاوش گـر  و رود می بین از یکربن نانولوله

نانولوله کربنـی،   یکنندگرفتن اثر خاموش ینبا از ب و شده جدا
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). بعــد از 28(گـردد ظــاهر مـی  FAM فلورسـنس نشـر ن  دوبـاره 
 تـوالی  بـا  آن عملکـرد  سـازي  بهینه و حس گرنانو سازي آماده

ر و سـالم  ومربوط به بافت توم ـ cDNA نمونه سنتتیک، مکمل
 MDR1ژن  یــانســنجش ب بــرايســرطان کلورکتــال  یمــارانب

بـه   یمـار سـالم و ب  يقرار گرفت. در تمام نمونه ها یبررس مورد
 یـن . ایـد نشر فلورسنس ظاهر گرد cDNAمحض اضافه شدن 

مربـوط بـه ژن    cDNA ینشان دهنده اتصـال اختصاص ـ  یدهپد
MDR1 باشـد مـی  گـر حـس  نانو سطح در گرکاوش توالی به 

 هـیچ  يبـاکتر  DNA یکه در نمونه کنترل منف ی). در حال29(
طور همان. یدمشاهده نگرد یبریداسیونبعد از ه ینشر فلورسانس
 فلورسـنس  نشـر  میزان شودمی مشاهده 5و  4 هاي که در شکل

 هـاي  نمونـه  شـود در مـی  مشـاهده  متغیر تومور و سالم نمونه در
 ایـن  مـی باشـد   سـالم  نمونـه  از بیشـتر  داري معنی طور به تومور

-نمونـه فـوق   در MDR1 یـان بالا بـودن سـطح ب   گریانب یدهپد

 یجبـا نتـا   یـق تحق یـن آمـده در ا  دسـت ه ب ـ نتایج. باشدمی الذکر
ــ ــانب یبررســ یگزارشــات قبل ــا اســتفاده از  MDR1 ی -RTب

PCR  وReal Time PCR  ــا ــت هـ ــومر يدر بافـ  يتـ
 یـان ب یش). در اکثر منابع افـزا 30-32دارد( یخوانکلورکتال هم

MDR1 ) 33 ،32در سرطان کلورکتال گزارش شده است.(  
  

  گیرينتیجه
 بـر  زیسـتی  گرحسنانو یک بار اولین تحقیق این در

آن  سـازي بهینهاز  پس. یدگرد یطراح یکربن يهالوله نانو پایه
ــوال  ــا ت ــل ســنتت  یب ــرد یک،مکم ــنجش ب آن عملک ژن  یــانس

MDR1  بررسـی سـرطان کلورکتـال    تومـوري  بافتدر نمونه 
دار نمونـه  یبـا توجـه بـه سـطح فلورسـانس معن ـ      نتـایج،  در. شد

 مشـاهده  MDR1ژن  یـان ب افـزایش نسـبت بـه شـاهد     یسـرطان 
 از اسـتفاده  با MDR1 ژن بیان بررسی نتایج نهایت در. گردید
 بافـت  نمونـه  در ایـن  بیـان  کـه  داد نشـان  زیستیحس گر روش

 .یابدمی افزایش سالم نمونه به نسبت کلورکتال سرطان تومري
 بـر  زیستی گرحس که داد نشان تحقیق این نتایج این، بر علاوه

 کنار در منديقدرت ابزار عنوان به تواندمی کربنی نانولوله پایه

 mRNA سـطح  در ژن بیـان  مطالعات براي PCR هاي روش
  .بگیرد قرار استفاده مورد انسانی هاي سرطان در

  
  و قدردانی تشکر

وســیله از مــدیریت محتـرم بیمارســتان شــهریار  بـدین 
هاي لازم را در تهیه نمونه و بـه ثمـر رسـیدن    تبریز که همکاري

  شود. این تحقیق داشتند تشکر و قدردانی می
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