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Abstract 
 Background: Nucleostemin plays a critical role in controlling proliferation and self-renewal of 
stem cells and cancer cells. Thus, inhibition of nucleostemin expression could be a potent therapeutic 
approach in cancer treatment. In the present study, the effects of nucleostemin gene silencing in K562 
cell line were studied. 
 Materials and Methods: In this experimental study, after transfecting NS-specific siRNA into 
K562 cells, changes in nucleostemin gene expression pattern were determined by semi-quantitative 
reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). Trypan blue exclusion test, MTT assay, and 
fluorescent microscopy were used to evaluate the growth inhibition and apoptosis of K562 cells, 
respectively. Flow-cytometery was utilized for evaluating the effects of nucleostemin gene silencing on 
cell cycle. 
 Results: The results showed the high expression of nucleostemin gene in K562 cells. NS-
siRNA transfection into K562 cells at 200 nM inhibited the nucleostemin mRNA level up to 55% after 
48 hours when compared to corresponding control cells. Forty eight hours after transfection, the cell 
growth decreased up to 33.7%. In addition, the silencing of nucleostemin induced G1 cell cycle arrest. 
Furthermore, fluorescent microscopy assays indicated that apoptosis occurred 48 hours after silencing 
nucleostemin gene expression. 
 Conclusion: Noticing the potent growth inhibitory and apoptotic effects of nucleostemin 
siRNA in human myeloid leukemia K562 cells, silencing this gene can be a potential target for 
inhibiting K562 cells as the stem cell model of chronic myeloid leukemia. 
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 باعث مهار رشد، توقف چرخه سلولی siRNAستمین به واسطه مهار بیان ژن نوکلئو
  شود  لوسمی انسانی میK562سلولی  و القاي آپوپتوز در رده
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    چکیده
بنابراین  .کند هاي بنیادي و سرطانی ایفا می اي در کنترل رشد و خودنوزایی سلول نوکلئوستمین نقش عمده: زمینه و هدف

حاضر، اثرات سرکوب  در مطالعه. تواند به عنوان عامل بالقوه در درمان سرطان محسوب شود مهار بیان نوکلئوستمین می
  . مورد بررسی قرار گرفته استK562ین در رده سلولی بیان ژن نوکلئوستم

 اختصاصی نوکلئوستمین، تغییر در siRNA با K562هاي  در این مطالعه تجربی، پس از تیمار سلول :ها روش و مواد
آزمون دفع رنگ تریپان بلو و آزمون جذب . بررسی گردید الگوي بیان نوکلئوستمین با واکنش رونویسی معکوس نیمه کمی

کار ه  بK562هاي  ک تترازولیوم و میکروسکوپ فلورسنت به ترتیب به منظور بررسی مهار رشد و مرگ سلولی سلولنم
  .گردید استفاده سلولی چرخه مهار ژن نوکلئوستمین بر اثرات بررسی براي فلوسایتومتري از. گرفته شد

 siRNA باK562هاي  سلول تیمار.  داردK562ي ها  نشان داد که ژن نوکلئوستمین بیان بالایی در سلولنتایج :ها یافته
 نوکلئوستمین را در مقایسه با mRNA ساعت، سطح 48 نانومولار پس از 200 اختصاصی نوکلئوستمین در غلظت 

 کاهش درصد 7/33ها به میزان  پس از ترانسفکشن، رشد سلول  ساعت48.  مهار کرد درصد55هاي کنترل به میزان  سلول
نتایج حاصل از میکروسکوپ .  شدG1ر بیان ژن نوکلئوستمین منجر به مهار چرخه سلولی در مرحله چنین مها هم. یافت

  .دهد  ساعت پس از خاموشی بیان ژن نوکلئوستمین رخ می48فلوروسنت نشان داد که آپوپتوز، 
 لوسمی  K562هاي  نوکلئوستمین در سلولsiRNA با توجه به اثرات قوي مهار رشدي و آپوپتوزي :نتیجه گیري

، به عنوان مدل سلول K562هاي  تواند به عنوان یک هدف بالقوه در مهار سلول میلوئید انسانی، خاموشی بیان این ژن می
  .بنیادي لوسمی میلوئیدي مزمن باشد

  siRNA  آپوپتوز، لوسمی میلوئیدي مزمن، نوکلئوستمین،:واژگان کلیدي
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  مقدمه 
اساس مدل  هاي بنیادي بر هاي اخیر، سلول در سال

هاي  سلول بنیادي سرطان به عنوان منشأ انواع مختلف سرطان
هاي بنیادي سرطانی زیر  سلول. )1(اند انسانی معرفی شده

هاي سرطانی هستند که  مجموعه کوچکی از سلول
داراي توانایی  هاي بنیادي داشته و خصوصیات مشابه با سلول

اختلال در  .)2(باشند می(Self-renewal)  خودنوزایی
هاي  هایی که در تنظیم فرایند خودنوزایی سلول عملکرد ژن

ها و  رویه این سلول نجر به تکثیر بیباشند، م بنیادي دخیل می
لذا مشکل عمده در درمان سرطان . )3(شود میتشکیل تومور 

اساس   و برباشد میهاي بنیادي سرطانی  حذف این سلول
هاي درمانی بر روي حذف این  نظریه جدید، کلیه روش

انداختن خودنوزایی آنها تمرکز نموده  ها و از کار سلول
تلفی در ارتباط با پدیده خودنوزایی هاي مخ تاکنون ژن. است

هاي  هاي سرطانی مورد بررسی هاي بنیادي و سلول در سلول
ها که به تازگی در  یکی از این ژن. اند فراوانی قرار گرفته

کانون توجه قرار گرفته است، ژن نوکلئوستمین 
(Nucleostemin-Ns) که توسط تی ساي و باشد می 

هاي بنیادي سیستم   سلول میلادي در2002همکاران در سال 
اي  عصبی موش صحرایی کشف شد و به دلیل جایگاه هسته

. )4(هاي بنیادي به این نام نامیده شد و بیان آن در سلول
پروتئین نوکلئوستمین که در هستک سلول متمرکز است از 

 و هیدرولیز (GTP)طریق اتصال به گوانوزین تري فسفات 
، 5(باشد میدل دینامیک آن، بین هستک و شیره هسته در تعا

کنش با  نوکلئوستمین با ورود به شیره هسته و میان. )6
به طور مستقیم یا غیر  p53گر تومور به نام  پروتئین سرکوب

 جلوگیري p53مستقیم از عملکرد مهار چرخه سلولی 
 یک تنظیم p53دانیم پروتئین  طور که می همان. )7(کند می

کنترل  نوم است که درکننده کلیدي رشد سلول و محافظ ژ
  . )8(چرخه سلولی و مرگ برنامه ریزي شده سلول نقش دارد

تر نشان دادند که نوکلئوستمین  مطالعات جامع
 که به میزان شود مییک مارکر سلول بنیادي نیز محسوب 

هاي  هاي بنیادي و برخی رده بالایی در انواع مختلف سلول
این . )9-11(شود می سرطانی بیان هاي بافتسلولی سرطانی و 

هاي  در حالی است که بیان این ژن در حین تمایز سلول
 که شود میهاي تمایز یافته متوقف  بنیادي و نیز در سلول

نشان دهنده نقش عمده نوکلئوستمین در حفظ خودنوزایی 
مطالعات متعددي . )12، 11(هاي بنیادي و سرطانی است سلول

با استفاده از در زمینه مهار عملکردي ژن نوکلئوستمین 
 انجام یافته است  RNAi (RNA interference)استراتژي 

 رشد، آپوپتوز و تمایز در برخی يکه منجر به اثرات مهار
با این حال هیچ مطالعه . )13-19(هاي سلولی شده است رده

جامعی در رابطه با نقش این ژن در سرطان خون به خصوص 
  .لوسمی میلوئیدي مزمن انجام نشده است

 CML-Chronic)سمی میلوئیدي مزمن لو

myeloid leukemia)  یک بیماري کلونال با منشأ
هاي بنیادي است که در اثر ناهنجاري ژنتیکی از نوع  سلول

 و 9 بر روي کروموزوم ablی کروموزومی بین ژن به جایجا
 هاي بنیادي خون  در سلول22 بر روي کروموزوم bcrژن 

 حاصل  Bcr-Abl انکوژن.)20(شود میساز چندتوان ایجاد 
کند که   را کد میp210Bcr-Ablاز این جابه جایی، پروتئین 

هاي پیش   رشد سلولعاملرویه و مستقل از  منجر به تکثیر بی
 سلولی  ریزي شده ساز میلوئید و نیز اختلال در مرگ برنامه

هاي  هاي زیادي در روش پیشرفت .)21(شود می) آپوپتوز(
 هاي در سال به عنوان مثال .د دارددرمانی این بیماري وجو

-Bcrکینازي تیروزین کننده داروي اختصاصی مهاراخیر 

Abl ایماتینب مسیلات ، به نام(Imatinib mesylate)  و 
هاي بعد از آن، جهت درمان پیشنهاد شده  داروهاي نسل

با  نیز ها مهارکننده این از استفاده حال هر به. )22(است
بوده  همراه دارویی مقاومت ملهج از جانبی اثرات برخی
براي این بیماري گزارش نشده  قطعی درمانی هنوز و است
 که عدم پاسخ دهی و شود میاین گونه عنوان . )23(است

  CMLهاي بنیادي لوسمیک در هدف گیري شدن سلول
لذا مطالعات اخیر . عامل اصلی عدم درمان این بیماران است

رشد و خودنوزایی هاي درگیر در  در زمینه شناخت ژن
مطالعه حاضر، به منظور . هاي لوسمیک در جریان است سلول

بررسی بیان ژن نوکلئوستمین و تأثیر مهار این ژن در 
هاي   به عنوان مدل آزمایشگاهی سلولK562هاي  سلول

 . طراحی گردیده استCMLبنیادي سرطان خون 
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  مواد و روش ها
هاي  سلولدر این مطالعه تجربی، 

 از انستیتو پاستور ایران تهیه شد و در  K562لوکمیاياریترو
حاوي ) ، انگلستانRPMI-1640) Bioseraمحیط کشت 

-Fetal Bovine Serum)  گاوي  سرم جنیندرصد 10

FBS))Bioseraهاي  و آنتی بیوتیک) ، انگلستان
و پنی سیلین )  میکروگرم در میلی لیتر100(استروپتومایسین 

در انکوباتور ) سیناژن، تهران) ( واحد در میلی لیتر100(
 CO2 درصد 5، گراد سانتی درجه 37کشت سلول در دماي 

 .  درصد کشت و نگهداري شد95و رطوبت 
 siRNAطراحی و سنتز 

به منظور خاموشی بیان ژن نوکلئوستمین 
 علیه ژن  siRNA نوکلئوتیدي21اي  اولیگوهاي دو رشته

 siRNA) siRNAب نوکلئوستمین با استفاده از برنامه انتخا

Target Finder (اینترنتی موجود در سایتAmbion 
http://www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder

.html علیه هر سه واریانت mRNA نوکلئوستمین  
)(NM014366, NM206825, NM206826  طراحی
 سنتز Eurofins MWG Operonد و توسط شرکت ش

 اختصاصی نوکلئوستمین مورد siRNAصحت عملکرد . شد
استفاده در این تحقیق، قبلاً توسط نیک پور و همکاران در 
مطالعه عملکرد نوکلئوستمین در رده سلولی سرطانی مثانه 

 siMAX اولیگوها با بافر .)18(انسانی به اثبات رسیده است
ه شرکت سازنده به صورت محلول در آورده شد بنا به توصی

 نگهداري گراد سانتی درجه 4و تا زمان مصرف در دماي 
آلوده سازي با ویروس به منظور بررسی کارایی . گردید

  با فلورسین3َ  در انتهاي siRNAاولیگوهاي
(Fluorescein) توالی . دار شدند نشانsiRNA سنتز شده 

  باشد میبراي نوکلئوستمین به شرح زیر 
  `GAACUAAAACAGCAGCAGAdTdT-3-`5 : سنس
  :سنس آنـتی

5`-UCUGCUGCUGUUUUAGUUCdTdT-3` 
 

  اختصاصی نوکلئوستمین siRNAها با  تیمار سلول

 سلول در هر 3×105، آلوده سازيروز قبل از 
 درصد سرم و آنتی بیوتیک 10 محیط کشت حاوي لیتر میلی

روز در . در فلاسک کشت سلول کشت داده شدند

 24 ظرف  از سلول به ازاي هر چاهک2×105ترانسفکشن، 
 100به همراه ) جنوبی ، کرهSPL life science(خانه 
 حاوي سرم و آنتی بیوتیک RPMIلیتر محیط کشت  میکرو

در یک تیوپ جداگانه الیگوهاي . کشت داده شدند
siRNA به ) نانومولار200غلظت  ( نانوگرم1500 به میزان 

لیتر محیط کشت فاقد سرم   میکرو100 به ازاي هر چاهک،
 Hiperfect میکرولیتر از محلول 6سپس . اضافه شد

Transfection Reagent) Qiagen ،به مخلوط ) مریکاآ
سوسپانسیون حاصل به مدت . بالا افزوده و ورتکس گردید

پس از .  دقیقه در مکان ثابت و دماي اتاق قرار گرفت15
حاصل به چاهک حاوي گذشت زمان مورد نظر، محلول 

سلول منتقل شده و پلیت به آرامی تکان داده شد تا 
 یکنواخت در چاهک پخش به طور آلوده سازيکمپلکس 

لیتر محیط کشت   میکرو400 ساعت،6بعد از گذشت . شود
 . حاوي آنتی بیوتیک و سرم به هر چاهک اضافه شد

  
-RT(  و واکنش رونویسی معکوس RNAاستخراج 

PCR(   
 شده با آلودههاي   از سلول RNA استخراج

siRNAو 24، 16، 12، 1هاي کنترل،   نوکلئوستمین و سلول 
-RNX، با استفاده از محلول آلوده سازي ساعت پس از 48

plus) طبق دستورالعمل شرکت سازنده ) سیناژن، تهران
با )  میکروگرم1( اولیه RNAمقادیر یکسان از . انجام شد

 oligoس با استفاده از پرایمر  تیمار و سپDNaseΙآنزیم 
dT) و طی واکنش رونویسی معکوس با ) فرمنتاز، کانادا

 )RT )RevertAidTM M-MLV  استفاده از آنزیم
به منظور بررسی .  تبدیل شدندcDNAبه  )فرمنتاز، کانادا(

  به همراه cDNAلیتر  میکرو5/2  با PCRبیان ژن، واکنش 

MgCl2 ، dNTPبافر ،x 10 آنزیم ،Taq سیناژن، ( پلیمراز
دست و آب در حجم  ، آغازگرهاي پایین دست و بالا)تهران

 به β2mدر این تحقیق، ژن .  میکرولیتر انجام شد25نهایی 
هاي  شماره دستیابی ژن. عنوان کنترل داخلی انتخاب شد

 در PCRتوالی پرایمرها و طول محصولات  تحت مطالعه،
  . آورده شده است1جدول 
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  و نوکلئوستمینβ2mی پرایمرهاي به کار رفته براي تکثیر ژن   توال.1جدول 
  باشد  جفت باز میPCR ،191قطعه حاصل از ) : β2m) NM004048آغازگر 

 ʹCTACTCTCTCTTTCT GGCCTG-3 -'5آغازگر جلویی 
  ʹGACAAGTCTGAATGCTCCAC-3 -'5آغازگر برگشتی 

  .باشد  جفت باز میPCR  ،418 قطعه حاصل از :(NM014366, NM206825, NM206826)آغازگر نوکلئوستمین 
  ʹAAAGCCATTCGGGTTGGAGT-3-ʹ5آغازگر جلویی  

5ʹ-ACCACAGCAGTTTGGCAGCAC-3ʹآغازگر برگشتی   
.   

 پس از K562هاي  مطالعه ریخت شناسی سلول
  مهار بیان ژن نوکلئوستمین

مهار بیان ژن  اثرات بررسی منظور به
سلول  105 ، تعداد K562هاي سلول ظاهر نوکلئوستمین بر

 غلظت با ها سلول .شد چاهکی کشت داده 24در ظروف 
 72و  48، 24زمانی  ، براي فواصلsiRNA نانومولار 200

 تیمار هاي سلول شناسی  تغییرات ریخت.شدند تیمار ساعت
 از با استفاده اختصاصی نوکلئوستمین siRNA با شده

 یاسق در) ، ژاپن (Olympusمعکوس نوري میکروسکوپ
 .گرفت قرار مورد ارزیابی نشده، تیمار هاي کنترل سلول با

بررسی رشد و زیستایی سلولی از آزمون به منظور 
براي این منظور تعداد . دفع رنگ تریپان بلو استفاده شد

.  چاهکی قرار داده شد96 سلول در هر چاهک پلیت 5×104
ها   به سلولsiRNA نانومولار 200 و 100هاي  غلظت
 72  و48،  24، 12، 1کت شد و در فواصل زمانی ترانسف
هاي هر چاهک با استفاده از لام  تعداد سلول ساعت

مورد ) سیگما، امریکا(هموسایتومتر و رنگ تریپان بلو 
 .)24(شمارش قرار گرفت

جهت بررسی اثرات مهار بیان ژن نوکلئوستمین 
ه ب) MTT(بر میزان مرگ سلولی، آزمون نمک تترازولیوم 

 MTTرفته شد که بر پایه شکسته شدن نمک کار گ
تترازولیوم زرد به فورمازان کریستالی ارغوانی رنگ توسط 

 هاي کریستال .باشد میهاي فعال از نظر متابولیکی  سلول
 و هستند شدن حل ، قابلشوند میتشکیل  که فورمازانی

از  استفاده با تواند می رنگی حاصل محلول جذب
 .شود بررسی کمی طور به هکیچند چا اسپکتروفتومترهاي

 سلول به 2×104به این منظور، سوسپانسیون سلولی حاوي 
 200 تایی کشت داده شد و غلظت 96ازاي هر چاهک پلیت 

پس از .  به سلول ها ترانسفکت شد siRNAنانومولار
 میکرولیتر 10 ساعت، 72 و 48، 24، 12، 1گذشت زمان 

تمامی چاهک به ) ، آلمانMTT ) Rocheنمک تترازولیوم
 میکرولیتر از بافر حل 100 ساعت، 4پس از . ها افزوده شد

براي لیز سلول هاي موجود و حل ) ، آلمانRoche(کننده 
پس از گذشت . هاي فورمازان اضافه شد کردن کریستال

یک شب، جذب نوري هر یک از چاهک ها با استفاده از 
 .)24(ثبت گردید  نانومتر570 میکروپلیت ریدر در طول موج

 سلولی چرخه ي تحلیل و تجزیه
 DNA محتواي  و سلولی چرخۀ بررسی جهت

  به.شد استفاده فلوسایتومتر دستگاه از شده تیمار هاي سلول
 درsiRNA   نانومولار200 غلظت ها با سلول منظور این

آوري و  جمع از بعد .گردیدند تیمار هاي مختلف زمان
  درصد70تانول ها در ا  سرد، سلولPBS  محلولشستشو در
 20منفی  دماي در و تحلیل تجزیه زمان تاو  هتثبیت شد

 مراحل بررسی  براي.شدند نگهداري گراد سانتی درجه
 30 مدت را به شده و تیمار کنترل هاي سلول سلولی، چرخه
 Propidium)گرم پروپیدیوم ایودید  میلی 20 با دقیقه

Iodate-PI)گرم  میلی 20  وRNase)  1حل شده در 
دستگاه فلوسایتومتر  توسط و کرده  مخلوط)PBS لیتر میلی

)Partec-Pasنرم از استفاده با. گردید بررسی )، آلمان 
، G1مراحل  در سلولی جمعیت دستگاه، درصد خاص افزار

S و  G2 /M 25(گردیدمشخص(. 
 25به منظور بررسی وقوع مرگ سلولی، در پایان 

 1با )  سلول5 ×104حاوي ( میکرولیتر از سوسپانسیون سلولی
میکرولیتر از محلول آکریدین اورنج و اتیدیوم بروماید 

)Ao/Et) (10 مخلوط و1:1با نسبت حجمی ) سیگما، امریکا 
. میکرولیتر از آن، بر روي لام میکروسکوپی قرار داده شد

ها با استفاده  پس از تهیه اسمیر، تغییرات مورفولوژیکی سلول
مشاهده ) ، آلمانZeiss(از میکروسکوپ فلورسنت 

 .)25(گردید
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 آمده از این مطالعه حاصل سه به دستهاي  داده

ها با استفاده از  داده. باشد میبار تکرار از سه آزمایش مستقل 
و  14نسخه   Microsoft Excel 2003،SPSSنرم افزار 

 مورد تجزیه و تحلیل  آنالیز واریانس یکطرفهآماريآزمون 
 از نظر آماري >05/0pرزش هاي با ا قرار گرفت و داده

  . تلقی شدنددار معنی
  یافته ها

 نیمه کمی بیان بالاي  RT-PCRنتایج حاصل از
-1شکل(   تأیید کرد K562هاي  نوکلئوستمین را در سلول

پس از اطمینان از بیش بیان این ژن در رده سلولی ). الف
K562200 و 100، 20هاي  ها با غلظت ، سلول 

مطابق با  اصی نوکلئوستمین اختص siRNAنانومولار
آلوده  انجام صحیح 2شکل .  شدندآلودهمطالعات مشابه 

پس از بررسی نتایج، . ها را تأیید کرد  در این سلولسازي
 نانومولار به عنوان غلظت بهینه براي مطالعات 200غلظت 

 اختصاصی نوکلئوستمین  siRNAتیمار با. بعدي انتخاب شد
ي در سطح دار معنی  نانومولار کاهش200در غلظت 

mRNAطور که  همان). 2جدول ( نوکلئوستمین نشان داد
 ساعت پس 16، این کاهش شود میب مشاهده -1در شکل 

 mRNA آغاز شد به طوري که سطح آلوده سازياز 
 20نوکلئوستمین در مقایسه با گروه کنترل بدون تیمار حدود 

این کاهش در بیان ژن نوکلئوستمین . درصد کاهش یافت
 افزایش siRNA نانومولار 200 ساعت بعد از تیمار با 48

 درصد 55 نوکلئوستمین به میزان mRNAیافته و سطح 
مقادیر دقیق مربوط به . نسبت به گروه کنترل مهار شد

 لازم به ذکر است که.  آمده است2در جدول   pارزش

 به β2m مهار بیان نوکلئوستمین در قیاس با ژن گیري اندازه
  . رل داخلی صورت گرفتعنوان کنت

  
                                    

 
  

  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

 
 
  

 بررسی الکتروفورزي و نیمه کمی مهار ژن .1شکل 
اثرات ) الف .  K562 در سلول هاي siRNAنوکلئوستمین با 

NS-siRNA  بر میزان بیانmRNA نوکلئوستمین در 
لکتروفورز ژل هاي مختلف به کمک ا  در زمانK562هاي  سلول

 mRNAنمودار نسبت ) ب. RT-PCRآگارز و تکنیک 
   . به عنوان کنترل داخلیβ2mنوکلئوستمین به 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 کنترل بدون K562هاي   تصویر میکروسکوپ فلورسنت از سلول)الف.  نشاندارsiRNA با K562هاي   شدن سلولآلودهتصویر . 2شکل 

  دار با فلورسین  نشان siRNA شده باآلوده K562هاي  از سلولتصویر میکروسکوپ فلورسنت ) تیمار ب

 )الف

 )ب

 )ب )الف
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  β2m میزان مهار ژن نوکلئوستمین نسبت به .2جدول 
 غلظت   مربوطهβ2m نوکلئوستمین به  mRNAدرصد  نسبت 

  ساعت 48  ساعت 24  ساعت 16  ساعت 12  ساعت 1  کنترل  )نانومولار(
200  3734/86  15294/88  72308/87  79309/65  91463/62  46861/30  
    7/0= p  8/0= p  002/0= p  008/0= p  001/0p<  

  

پس از مهار بیان ژن نوکلئوستمین، بررسی 
 و اثرات ناشی از خاموشی بیان ژن siRNAعملکرد 

ها با آزمون تریپان بلو  نوکلئوستمین بر رشد و تکثیر سلول
ها   منحنی مهار رشد سلول3شکل . مورد ارزیابی قرار گرفت

  نشان siRNA نانومولار 200 و 100هاي  ترا در غلظ
 در آلوده سازي ساعت پس از 12میزان مهار رشد  .دهد می

آنالیز آماري مربوط .  درصد بود2/9 نانومولار، 200غلظت 
ي  دار معنیکه درحد را نشان می دهد >p 1/0به این زمان 

 ساعت، رشد 24گذشت  در حالی که پس از. باشد مین
 نسبت به گروه کنترل به siRNA با هآلوده شدهاي  سلول

 کاهش یافت درصد 8/28ي به میزان دار معنیطور 
)003/0p< ( ساعت این کاهش در رشد 72 و 48و در زمان 

در غلظت .  رسید درصد4/36و 7/33ا به ترتیب به ه سلول
هاي  میزان مهار رشد نسبت به کنترل در زمان  نانومولار100

 1/25و  9/15، 5/14، 6/7تیب  ساعت به تر72 و 48، 24، 12
 به صورت درصد رشد 3ها در جدول  این داده.  بوددرصد

  .اند نسبت به کنترل نشان داده شده

0
20
40
60
80

100
120

0 1 12 24 48 72
زمان  (ساعت)

ل)
نتر

ه ک
ت ب

نسب
د (  

رش
صد 

در

nM100 
nM200 

  
مهار بیان ژن نوکلئوستمین بر روي رشد   نمودار اثرات. 3شکل
   . K562هاي  سلول

  
   تحت تأثیر مهار ژن نوکلئوستمین K562 هاي   میزان مهار رشد سلول.3جدول 

  لظتغ  درصد  رشد نسبت به کنترل
   ساعت72  ساعت48   ساعت24   ساعت12  ساعت1  )نانومولار(

  100  100  100  100  100  کنترل
  86/74±0.75  08/84±78/7  41/85 ± 59/5  30/92±43/2  100±64/3   نانومولار100

  9/0 p<  007/0 p<  002/0 p<  001/0  p<   001/0 p<  
  53/63±4/2  26/66±8/2  19/71± 4  73/90±43/4  82/93±12/3   نانومولار200

    3/0 p<  1/0 p<  003/0p<  001/0  p<  001/0 p<  
  

 جذب گیري اندازه با MTTنتایج سنجش رنگ 
این  . نشان داده شده است4نوري در طول زمان، در شکل 

نتایج تأیید کننده مرگ سلولی ناشی از مهار بیان 
نومولار  نا200 ساعت در غلظت48نوکلئوستمین در زمان 

 نسبت به  نوريمیزان جذب  نانومولار200در غلظت. بود
 به دست آمد 93/0 آلوده سازيساعت پس از  24  درکنترل

)1/0p< ( ازا پسام. باشد می ندار معنیکه از نظر آماري  
 ساعت جذب نوري در گروه 48گذشت مدت زمان 

 این . رسید85/0هاي تیمار شده نسبت به کنترل به  سلول

 siRNAبا گذشت زمان میزان سمیت که فهوم است بدین م
 72و در زمان ) >01/0p(یابد  افزایش می يدار معنی به طور

 کاهش 68/0هاي تیمار شده به  ساعت جذب نوري سلول
 مهار ها در پی گر کاهش زیستایی سلول یافت که بیان

آنالیز آماري در . باشد می  درصد9/34نوکلئوستمین به میزان 
 را نشان >0001/0p بوده و دار معنی زمانی نیز این محدوده

این یافته در راستاي نتایج حاصل از آزمون تریپان بلو . داد
 72طور که اشاره شد، میزان مهار رشد در   که همانباشد می

  . بود درصد4/36 حدود  نانومولار200ساعت در غلظت 
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اي ه میزان تکثیر سلول  اثر مهار بیان نوکلوستمین بر.4شکل 
K562واسطه ه  بsiRNA  

  
 چرخۀ مهار و تغییربه طور معمول   کهآنجایی از

 مرگ و رشد مهار جمله از فرایندها اکثر پیش مقدمه سلول
. باشد، لذا بررسی چرخه سلولی نیز انجام گرفت سلولی می

 نانومولار 200هاي تیمار شده با  نتایج نشان داد که سلول
siRNAنترل، با گذشت زمانهاي ک مقایسه با سلول  در، 

نشان را چرخه سلولی G1 توقف در مرحله 
 هاي موجود در هر  کنترل، سلولگروهدر  ).5شکل(دهند می

 درصد از 23 و 32، 45به ترتیب  G2 وG1 ، Sیک از مراحل 
در حالی که در . دهند جمعیت کل سلولی را تشکیل می

 و 23، 59 این مقادیر معادل siRNA شده با آلودههاي  سلول
 درصد در 10 و 16، 56  ساعت و24زمان  درصد در 16

نشان دهنده   که sub-G1پیک. باشد می ساعت 48زمان 

DNA هاي تکه تکه شده است نیز وقوع آپوپتوز را در زمان 
ها در این  به طوري که تعداد سلول.  ساعت نشان داد48

 36و  18 ساعت به ترتیب به 72 و 48هاي  مرحله در زمان
هاي  این نتایج حاکی از کاهش در تعداد سلول. سیددرصد ر

هاي فاز  با افزایش در سلول ، همراهG2 و Sموجود در فاز 
G1 ها با  که تیمار سلولکند می تأیید  نتایج.باشد میsiRNA 

 و سپس G1نوکلئوستمین باعث مهار رشد سلولی در مرحله 
  .شود میهاي بالاتر  مرگ سلولی در زمان

 با تیمار شده هاي سلول ظاهري تغییرات بررسی
siRNA  در شناسی مشخصی ریخت تغییرات دهنده نشان 

طور که در   همان.بود کنترل به نسبت شده تیمار هاي سلول
ها در  با گذشت زمان تعداد سلول ،شود می مشاهده 6شکل 

. یابد  شده نسبت به کنترل کاهش میآلودههاي  گروه سلول
هاي  سلول) گروه کنترل(ی  در حالت طبیعK562هاي  سلول

مطابق شکل، تغییرات ایجاد شده در اثر مهار . کروي هستند
بیان نوکلئوستمین در طول زمان شامل گرانولار شدن 

هاي تیمار شده نسبت به گروه کنترل، خارج شدن  سلول
ها از شکل کروي طبیعی و ایجاد چروکیدگی در غشا  سلول

 اجسام آلوده سازي ساعت پس از 72، به طوري که باشد می
  .باشد میآپوپتوتیک قابل تشخیص 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
  

   پس از مهار بیان ژن نوکلئوستمینK562هاي   آنالیز چرخه سلولی سلول.5شکل 

 کنترل
        G1  ۴۵%  
         S  ٣٢%   
       G2  ٢٣%  

Sub-
G1 

G1 

S 
G2 

   ساعت٢۴
            G1۵٩ % 
              S٢٣% 
            G2١۶%  

sub-G1    ٢% 

   ساعت۴٨
       G1      ۵۶%  

             S  ١۶ % 
      G2      ١٠% 

    sub-G1 ١٨% 
         

   ساعت٧٢

          G1    ٣٣%  
               S ١٩ % 
             G2 ١٢% 
      sub-G1 ٣۶% 
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 siRNA نانومولار 200ها با غلظت  سلول .  siRNA ترانسفکت شده با K562هاي  تغییرات ریخت شناسی و ظاهري سلول.6شکل 
مورد بررسی قرار ) ×40درشت نمایی (با میکروسکوپ نوري   ساعت،72 و 48، 24هاي  ترانسفکت شدند و تغییرات ظاهري آنها در زمان

  .رود  از حالت کروي خارج شده و تمامیت غشا در آنها از بین میK562هاي  همان طور که مشهود است با افزایش زمان سلول. گرفت
  

تر اثرات ناشی از مهار بیان  منظور بررسی دقیقبه 
ژن نوکلئوستمین و بررسی این موضوع که آیا سرکوب بیان 

 یا مرگ به شود مینوکلئوستمین سبب القاء مرگ نکروزي 
و Ao/Et طریق آپوپتوز، از روش رنگ آمیزي با 

با توجه به نتایج حاصل . میکروسکوپ فلورسنت استفاده شد
اهش زیستایی حاصل از مهار  که کMTTاز آزمون 

 200 در غلظت آلوده سازي ساعت پس از 48نوکلئوستمین، 
، لذا بر آن شود میها اعمال   بر سلولsiRNAنانومولار 

شدیم وقوع مرگ سلولی به واسطه مهار ژن نوکلئوستمین در 
 200 ساعت و با غلظت 48این رده سلولی را در زمان 

-7طور که در شکل  نهما.  بررسی کنیمsiRNAنانومولار 
هاي زنده با  ، در گروه کنترل سلولشود میالف مشاهده 

بیعی داراي کروماتین سبز درخشان و یکنواخت با طهسته 
باشند، در حالی که در  ساختار سازمان یافته قابل رویت می

 siRNA نانومولار 200 شده با غلظت آلودههاي  گروه سلول
ل پس از گذشت ، در مقایسه با گروه کنتر)ب-7شکل(

 ساعت، تغییرات ریخت شناسی مشابه آپوپتوز 48مدت زمان 
ب -7طور که در شکل  به عبارتی، همان. باشد میقابل رویت 

هایی به رنگ سبز درخشان  ، سلولشود میبه وضوح دیده 
 که حاوي نقاط روشن سبز در هسته هستند شوند میدیده 

ته را نشان که متراکم شدن کروماتین و قطعه قطعه شدن هس
هایی در مراحل اولیه  ها حاکی از سلول این سلول. دهند می

قرار هایی که در مراحل نهایی آپوپتوز  سلول. آپوپتوز هستند
ند، رنگ اتیدیوم بروماید را از خود عبور داده و به رنگ دار

ها نیز متراکم شدن  در این سلول. شوند مینارنجی دیده 
. شود میه به وضوح دیده کروماتین و قطعه قطعه شدن هست

ریزي شده سلولی از  این نتایج حاکی از القاء مرگ برنامه
  .باشد مینوع آپوپتوز در پی مهار نوکلئوستمین 

  
  
  
  

 ساعت      24  کنترل

  ساعت72  ساعت 48 
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 )الف

  کنترل 

 )ب

  ساعت48

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

.  K562هاي تصویر میکروسکوپ فلورسنت از سلول .7شکل 
ها با  انجام ترانسفکشن سلول چهل و هشت ساعت پس از

siRNAاصی نوکلئوستمین خصوصیات ظاهري آپوپتوز با  اختص
اتیدیوم بروماید و / استفاده از رنگ آمیزي آکریدین اورنج

 )الف. میکروسکوپ فلورسنت مورد بررسی قرار گرفته است
تصویر ) هاي کنترل ب تصویر میکروسکوپ فلورسنت از سلول

ترانسفکت شده با K562 هاي میکروسکوپ فلورسنت از سلول
siRNA  .هاي سبز و یا نارنجی با هسته متراکم  ود سلولوج

  .حاکی از وقوع آپوپتوز می باشد
  

  بحث
ها  یکی از مشکلات عمده در درمان اغلب سرطان

هاي بنیادي  از جمله لوسمی میلوئیدي مزمن، حذف سلول
هاي اخیر، مطالعات  لذا در سال. )3(باشد میسرطانی 

ر رشد و هاي درگیر د اي در زمینه شناخت ژن گسترده
از . هاي لوسمیک درحال انجام است خودنوزایی سلول

هاي   داراي خصوصیات سلولK562آنجایی که رده سلولی 
CD34) -(بنیادي سرطانی

+CD38 تواند می، لذا )26(باشد می 
مدل مناسبی براي بررسی نقش نوکلئوستمین در تنظیم 

 مطالعه. ها در نظر گرفته شود خودنوزایی و تکثیر این سلول
 و اثرات K562حاضر، بیان نوکلئوستمین در رده سلولی 
 را براي RNAiناشی از مهار این ژن به واسطه استراتژي 

  .نماید اولین بار گزارش می
  نیمه کمی نشان دادRT-PCRنتایج حاصل از 

.  بیان بالایی داردK562هاي  که ژن نوکلئوستمین در سلول
بر بیش بیان این یافته مطابق با مطالعات قبلی مبنی 

هاي مختلف سرطانی از قبیل رده  نوکلئوستمین در رده
، (Hela)، دهانه رحم (Hep G2)سلولی هپاتوکارسینوما 

، سرطان )5637(، سرطان مثانه (OS–732)استئوسارکوما 
-PC)، پروستات (MMK-7)سینه  ،(SGC–7901)معده 

. )14-16، 9-11(باشد می سرطانی هاي بافتو برخی از انواع  (3
ها در این زمینه بیان بیش از حد این ژن را   بررسیچنین هم

که رده NB4  و HL-60هاي لوسمی از قبیل  در دیگر سلول
سلولی لوسمی حاد پرومیلوسیتیک است را نیز گزارش 

این یافته از آن لحاظ حائز اهمیت است  .)27 ،10(اند کرده
 در RT-PCRکه مطالعات اخیر با استفاده از تکنیک 

ي سالم خونی به عنوان گروه کنترل نشان داده است ها نهنمو
 و شود میي خونی سالم بیان نها نمونهکه نوکلئوستمین در 

  .)16(شود میفقط در چند مورد نادر به میزان کم بیان 
در مطالعه حاضر، مهار بیان ژن نوکلئوستمین 

، توقف چرخه سلولی در K562هاي  باعث مهار رشد سلول
مهار  این گونه مکانیسم تأثیر. آپوپتوز شد يو القا G1فاز 

هاي سلولی سرطانی دیگر نیز به  نوکلئوستمین در برخی رده
به عنوان مثال سرکوب بیان نوکلئوستمین . اثبات رسیده است

و دو رده سلولی ) PC-3(در رده سلولی سرطانی پروستات 
، منجر به افزایش تعداد )5637وSW1710(سرطان مثانه 

 چرخه سلولی همراه با کاهش در سرعت G1ر فاز ها د سلول
. )15 ،14(و وقوع آپوپتوز شده استPC-3 هاي  تکثیر سلول

هاي بنیادي مزانشیمی مغز  اي که در سلول علاوه در مطالعهه ب
نیز در رده سلولی دهانه  استخوان موش صحرایی و

انجام گرفته است، نتایج مشابهی مبنی بر ) Hela(رحم
 G1ر سلولی و مهار چرخه سلولی در مرحله کاهش نرخ تکثی

با این حال وقوع آپوپتوز در این .  آمده استبه دست
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 و رشدي مهار اثرات. )28، 17(ها گزارش نشده است سلول
-HLآپوپتوزي مهار بیان ژن نوکلئوستمین در رده سلولی 

.  مشاهده شده استباشد می که مدلی براي لوسمی حاد 60
 خلاف بر که ست اآن مطالعه نای در توجه نکته جالب

 مهار بیان ژن نوکلئوستمین با تمایز ،ما نتایج مطالعات
گرانولوسیتی - به سمت رده مونوسیتیHL-60هاي  سلول

 تواند مربوط می حدي تا ها تفاوت این. )10(همراه بوده است

 رشد مهار حال این با. سلولی باشد هاي رده بین اختلاف به

 نتایج با مطالعات این مشترك طسلولی نقا مرگ القاي و

  .باشد میمطالعه ما  در شده ارائه
در مطالعه حاضر نشان داده شد که مهار بیان ژن 

 باعث مهار siRNA ساعت پس از تیمار با 24نوکلئوستمین، 
پس از .  به صورت وابسته به زمان شدK562هاي  رشد سلول

ریزي شده سلولی   ساعت، کم کم مرگ برنامه48گذشت 
به نظر .  ساعت به بیشترین حد رسید72زایش یافته و در اف

 در پاسخ به نبود نوکلئوستمین، K562هاي   سلولرسد می
ابتدا متحمل مهار رشد و سپس به مرحله آپوپتوز وارد 

به . ها توسط فلوسایتومتري نیز تأیید شد این داده. شوند می
 ساعت، چرخه سلولی در مرحله 48این ترتیب که تا زمان 

G1 ا پس ازها در   ساعت از تعداد سلول48 متوقف شد، ام
.  شدندsub-G1ها وارد مرحله   کاسته شده و سلولG1مرحله 
 وقوع آپوپتوز پس از مهار چرخه سلولی در رسد میبه نظر 
هاي  ، مکانیسم اثر مهار نوکلئوستمین در سلولG1مرحله 
K562باشد .  

مین در در زمینه مکانیسم احتمالی اثر نوکلئوست
القاي مهار چرخه سلولی و سپس آپوپتوز فرضیات متفاوتی 

مطالعات اولیه در زمینه نحوه عملکرد . مطرح است
 p53کنش نوکلئوستمین با پروتئین  نوکلئوستمین بر پایه میان

 و ورود به GTPنوکلئوستمین با اتصال به . )29(بوده است
 طور و به دهد کنش می  میانp53شیره هسته با پروتئین 

 p53مستقیم یا غیر مستقیم از عملکرد مهار چرخه سلولی 
اما با در نظر گرفتن این مطلب که . )7(کند میجلوگیري 

 مورد مطالعه در این آزمایش نیز همانند K562هاي  سلول
 فاقد پروتئین 5637 و HL-60 ،PC-3رده سلولی سرطانی 

p53ولی در همین حال القاي )30(باشند  عملکردي می ،
آپوپتوز و مهار چرخه سلولی به دنبال مهار نوکلئوستمین در 

متصور p53 هاي مستقل از ها از طریق مکانیسم این سلول
 تنها p53در این راستا مشخص شده است که . )19(شود می

پروتئین پایین دستی در مسیر تنظیمی نوکلئوستمین نیست، 
م با هاي دیگري نیز به طور مستقیم یا غیر مستقی بلکه ژن

هاي سرطانی  نوکلئوستمین در کنترل تکثیر و تمایز در سلول
 تواند می یک کاندیدا p21  به عنوان مثال.کنند مینقش ایفا 

نژاد و همکاران رد  اگرچه این فرضیه در مقاله جعفر. باشد
   .)19(شد

مشخص شده که نوکلئوستمین هاي اخیر  در سال
 B56 (Regulatory به پروتئین سرین ترئونین فسفاتاز

subunit B human protein phosphates 2- 
PPP2R5A)   و نقش مهمی در کنترل منفی شود میمتصل 

 بنابراین احتمالا. کند میرشد و تکثیر سلولی ایفا 
 کنترل PPP2R5Aنوکلئوستمین آپوپتوز را از طریق 

ا شناخت دقیق مکانیسم عمل آن نیاز به ام. )31، 14(کند می
اي که در رده  در مطالعه. در این زمینه داردمطالعات بیشتر 

 انجام شده است، پس از مهار بیان ژن Helaسلولی 
 ، با استفاده از تکنیک siRNAنوکلئوستمین با 

Oligonucleotide DNA microarrayاند که   نشان داده
هاي درگیر در چرخه سلولی، آپوپتوز و تمایز از  برخی ژن

 Cyclin-dependent kinase (CDKN1A)قبیل 

inhibitor 1A  ، c-Myc و (CDC20) Cell division 

cycle 20 homolog عملکرد تنظیمی نوکلئوستمین در   با
با این حال شناسایی دقیق . )11(این رده سلولی مرتبط هستند

هاي  مکانیسم عملکرد نوکلئوستمین و شناسایی سایر پروتئین
 .باشد میاي  مرتبط با آن، نیازمند تحقیقات گسترده

  
  نتیجه گیري

نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که مهار بیان 
نوکلئوستمین منجر به کاهش تکثیر سلولی، توقف چرخه 

 که شود می K562سلولی و القاي آپوپتوز در رده سلولی 
ها و  تنظیم رشد و تکثیر سلول مؤید نقش عمده این ژن در

وشی بیان این ژن خام. باشد میریزي شده سلولی  مرگ برنامه
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 به عنوان یک هدف بالقوه در ریشه کن کردن تواند می
، به عنوان مدل سلول بنیادي لوسمی K562هاي  سلول

 .میلوئیدي مزمن باشد

  
  قدردانی و تشکر

قدردانی  و تشکر مراتب مقاله نویسندگان
تبریز  دانشگاه پژوهشی از معاونت محترم را خود صمیمانه

اند و مرکز   را متقبل فرمودهکه هزینه قسمتی از طرح
تحقیقات هماتولوژي و انکولوژي دانشگاه علوم پزشکی 

 .دارند می تبریز ابراز
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