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Introduction: Lung cancer is a type of malignant lung tumor, which is the 
most important cause of death caused by cancer in humans. GLUT1 is an 
important transporter of glucose to cells, and it’s over expression is involved 
in increasing the metabolism of cancer cells.

Aim: Investigating changes in GLUT1 gene expression in non-small cell 
cancer tissue samples.

Materials and Methods: Number of 30 tissue samples of non-small cell lung 
cancer and 30 tissue samples adjacent to the tumor were obtained from 
patients referred to Masih Deneshvari Hospital after obtaining consent. After 
sampling, RNA isolation and cDNA production, GLUT1 and GAPDH mRNA 
level was measured by Real-Time PCR technique. Statistical analysis of gene 
expression data was done with t test. 

Results: In 21 samples (70%), GLUT1 mRNA level in non-small cell lung can-
cer tissue was increased compared to healthy tissue. In addition, the level 
of mRNA in tumor tissue increased by 3.4 times compared to normal tissue 
(P = 0.013).

Conclusion: The increase in GLUT1 mRNA level in non-small cell lung car-
cinoma cells can be a sign of changing the metabolic program of these 
cells to aerobic glycolysis, which results in tumor expansion and malignancy.
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مقدمــه: سرطــان ریــه نوعــی تومــور ریــوی بدخیــم اســت کــه مهمتریــن عامــل مــرگ و میــر 
ناشــی از ابتــا بــه سرطــان در انســان محســوب مــی شــود. GLUT1 حامــل مهــم گلوکــز بــه 

ســلول ها اســت کــه بیــان بیــش از حــد طبیعــی آن در افزایــش ســوخت و ســاز ســلول هــای 

سرطانــی نقــش دارد. 

ــر  ــلول غی ــان س ــی سرط ــای بافت ــه ه ــان ژن GLUT1 در نمون ــر در بی هــدف: بررســی تغیی
کوچــک اســت.

مــواد و روش هــا: تعــداد 30 نمونــه بافــت سرطــان ســلول های غیرکوچــک ریــه و 30 نمونــه 
بافــت مجــاور تومــور از بیــماران مراجعــه کننــده بــه بیمارســتان مســیح دانشــوری پــس از اخذ 

 ،cDNA و ســاخت RNA ــری و جداســازی ــه گی ــس از نمون ــت شــد. پ ــه، دریاف ــت نام رضای

ســطح mRNA ژن GLUT1 و GAPDH بــا تکنیــک  Real time PCRســنجیده شــد. آنالیــز 

داده هــای بیــان ژن بــا آزمــون آمــاری t انجــام شــد.

نتایــج: در 21 نمونــه )70 درصــد( ســطح mRNA ژن GLUT1 در بافــت سرطــان ســلول های 
غیرکوچــک ریــه نســبت بافــت ســالم افزایــش داشــته اســت. عــاوه برایــن ســطح mRNA در 

.)P = 0/013( بافــت تومــور نســبت بــه بافــت طبیعــی 4/3 برابــر افزایــش داشــت

نتیجــه گیــری: افزایــش ســطح mRNA ژن GLUT1 در ســلول هــای کارســینومای ریه ســلول 
غیرکوچــک مــی توانــد نشــانه ای از تغییــر برنامــه متابولیکــی ایــن ســلول هــا بــه گلیکولیــز 

هــوازی باشــد کــه نتیجــه آن گســترش تومــور و بدخیمــی ناشــی از آن مــی باشــد.
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مقدمه:

سرطـــان ریه کـــه تحت عنوان کارســـینومای ریه نیز شـــناخته 

می شـــود نوعی تومور ریوی بدخیم اســـت که مشـــخصه آن 

رشـــد خارج از کنترل بافت های ریوی اســـت. این رشـــد کنترل 

نشـــده تحت فرایند متاســـتاز به ســـایر اندام ها و بافت های 

مجـــاور ریه نیـــز سرایت می نمایـــد.  اغلب سرطـــان هایی که 

از ریه منشـــا مـــی گیرند از ســـلول های اپیتلیالی منشـــا می 

گیرند و کارســـینوما محســـوب می شـــوند )1(. کارسینوماهای 

ریوی بر اســـاس انـــدازه ســـلول هایی که زیر میکروســـکوپ 

مشـــاهده می شـــوند به دو گـــروه اصلی کارســـینومای ریوی 

سلول-غیرکوچک  و کارســـینومای ریوی سلول-کوچک  تقسیم 

.)2( شوند  می 

سرطـــان ریه مهمتریـــن عامل مـــرگ و میر ناشـــی از ابتا به 

سرطان در انســـان محســـوب می شـــود. این سرطـــان 12/8 

درصـــد از کل جمعیـــت مبتا بـــه سرطـــان و 17/8 درصد از 

مـــرگ و میـــر مبتایان به سرطـــان را به خـــود اختصاص داده 

اســـت. سرطان ریه یک بیماری بســـیار کشـــنده محسوب می 

شـــود و میزان شـــیوع و مرگ و میر آن نیز بالا اســـت. اغلب 

مبتایان بـــه سرطان ریه جان خـــود را در اثر ایـــن بیماری از 

دســـت می دهنـــد و درصد افرادی کـــه پس از ابتا شـــانس 

زنـــده ماندن به مدت 5 ســـال دارند کمتر از 10 درصد اســـت. 

شـــیوع مرتبط با ســـن در مناطق مختلف جغرافیایی متفاوت 

اســـت. نرخ شـــیوع و مرگ در جوامع توســـعه یافتـــه مانند 

ایالات متحـــده و اروپا بالاتریـــن میـــزان و در مناطق جنوب 

صحـــرای آفریقا کمترین مقدار اســـت. شـــیوع و مـــرگ و میر 

در بیـــن مردان بـــه میزان قابل توجهی بیشـــتر از زنان اســـت 

اما این اختـــاف در جوامع توســـعه یافته کمتر اســـت. طبق 

تخمین ســـازمان بهداشـــت جهانی تا ســـال2025 مرگ و میر 

ناشـــی از سرطان ریـــه بخصوص در جهان ســـوم به دلیل همه 

گیر شـــدن اســـتفاده از ســـیگار چندین برابر خواهدشد )3(. 

در حال حـــاضر آمار دقیقی از میزان شـــیوع سرطـــان ریه در 

ایـــران وجود ندارد اما بر اســـاس نتایج تحقیقـــات موجود نرخ 

استاندارد شـــده ســـنی سرطان ریه در ســـال 2014 در حدود 

11 و در ســـال 2030 بیش از 30 تخمین زده شـــده است )4(. 

اســـتفاده از تنباکو مخصوصا مصرف ســـیگار عامل بیش از 90 

درصد مـــرگ و میر ناشـــی از سرطان ریه در جهان محســـوب 

شود)5(.  می 

امـــروزه نقـــش چهـــار ژن PGI/AMF، G6PD ،GLUT1 و 

TKTL1 از مســـیر گلیکولیز به عنوان انکوژن شـــناخته شـــده 

اســـت. محصول ژن GLUT1 در انتقال گلوکز از غشـــاء آبگریز 

ســـلول بـــه داخل آن کـــه مرحلـــه محدودکننـــده سرعت در 

متابولیســـم گلوکز محســـوب می شـــود نقش دارد )6(.

 خانواده  GLUT از 5 عضو ناقل گلوکز تشـــکیل شـــده است 

.)7(

 GLUT1 اغلب در ســـطح ســـلول ها یا درون غشاهای سلولی 

یافت می شـــود. ژن این پروتئین بر روی كروموزوم شـــماره 1 

واقع شـــده است )8(. 

بیـــان ژن GLUT1 در سرطان های پروســـتات،  تیروئید، سرطان 

معـــده، سرطان سر و گـــردن افزایش یافتـــه و در بیماری زایی 

سرطان نقـــش اصلی را ایفا نموده اســـت )9(.

 ایـــن پروتئین انتقال گلوکـــز را به ســـلولهای سرطانی تسریع 

می بخشـــد و متابولیســـم انـــرژی درون ســـلول را کنترل می 

کنـــد. بنابرایـــن تومور ها تا زمانـــی که به اندازه کافی رشـــد 

کرده و دارای عروق خون رســـان شـــوند بـــه سرعت و با فعال 

کـــردن ژن هایی مانند GLUT1 که گلیکولیـــز و انتقال گلوکز 

را کنترل مـــی نمایند، به شرایط هایپوکســـیک واکنش نشـــان 

می دهند)10(.

بـــا توجه به اهمیـــت حامل GLUT1 در متابولیســـم و فرایند 

رشـــد و گســـترش ســـلول های سرطانی، در این تحقیق میزان 

رونویســـی از ژن GLUT1 در ســـلول های غیرکوچک سرطان 

ریه با روش Real-Time PCR بررســـی شـــد.

مواد و روش ها:

اســـتخراج RNA از نمونه هـــای بافتی با اســـتفاده از ترایزول و به 

صورت دســـتی انجام شـــد. مقدار 50 تا 100 میلی گـــرم از بافت 

هموژنیژه شـــده و ترایزول به آن افزوده شـــد. به سوسپانســـیون 

همگـــن ایجاد شـــده 200 میکرولیـــتر کلروفرم اضافه نمـــوده و به 

مدت 15 دقیقه ســـانتریفیوژ )rpm 12000( شـــد. فـــاز آبی حاوی 

RNA جمع آوری شـــده و هم حجم محلول حـــاوی RNA به هر 

میکروتیـــوپ ایزوپروپانول اضافه شـــد. مجددا ســـانتریفیوژ انجام 

شـــده و رســـوب باقی مانده با 2 میلی لیتر اتانـــول 75 درصد سرد
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شستشـــو شـــده و مجددا ســـانتریفیوژ شـــد. پـــس از حذف 

الـــکل و آبDEPCC  اضافه شـــده و نمونه ها بـــه فریزر 70- 

ســـانتی گراد انتقال داده شـــدند. ســـنتز cDNA با استفاده از 

 Huperscript first strand cDNA synthesis(کیـــت تجـــاری

GeneAll( انجام شـــد.

 quantitative real-time PCR پرایمرهای مورد نیاز برای تکنیـــک

با اســـتفاده از نرم افزار Primer3 طراحی شـــده و بـــا نرم افزار 

Oligo analyzer (IDT( بررسی شـــدند )جدول 1(. ترکیبات مورد 

نیـــاز )2x Master Mix Green High ROX RealQ Plus™(، مخلـــوط 

 )ng/µl10 بـــا غلظت cDNA پرایمر، آب مقطر اســـتریل و نمونه

بـــا حجم نهایی µl 15 در میکروتیـــوپ های اختصاصی مخلوط 

شـــد. مراحل واکنش شـــامل واسرشـــتگی اولیه )15 ثانیه، 95 

درجه ســـانتی گـــراد(، 40 دور تکثیر شـــامل واسرشـــتگی )20 

ثانیه، 95 درجه ســـانتی گراد(، اتصال و گســـترش )20 ثانیه، 54 

درجه ســـانتی گراد( و نگهـــداری )30 ثانیه، 72 درجه ســـانتی 

گـــراد( و گســـترش نهایی )5 ثانیـــه، 72 درجه ســـانتی گراد( با 

اســـتفاده از دســـتگاه Step one plus )آلمان( انجام شد.

داده های بدســـت آمده از روش real-time PCR با اســـتفاده 

از اســـتفاده از نـــرم افـــزار REST مورد تجزيـــه و تحليل قرار 

گرفت. تغییرات ســـطح mRNA ژن های مورد نظر نســـبت به 

ژن مرجـــع )dCt( در بافت سرطانی و بافت ســـالم با اســـتفاده 

از آزمـــون آماری t در نـــرم افزار GraphPad prism بررســـی 

شـــد. P >0.05 بـــه عنوان ســـطح معنی دار بـــودن اختافات 

بدســـت آمده در نظر گرفته شـــد.

real-time PCR جدول 2 - توالی پرایمرهای طراحی شده برای

نتایج:

بررســـی 30 نمونـــه دریافتی از بیـــماران از نظر نـــوع زیرگروه 

بافـــت سرطانی نشـــان می دهد کـــه تعداد 17 نمونـــه از نوع 

آدنوکارســـینوما )57%( و تعداد 13 نمونه )43%( از نوع ســـلول 

های سنگفرشـــی شناســـایی شـــده اند. از نظر جنسیت تعداد 

23 نمونـــه )73 درصد( مـــرد و تعداد 7 نمونـــه )27 درصد( زن 

مـــی باشـــند. در جمعیت مـــورد مطالعه طبق خـــود اظهاری 

افـــراد میزان 23 مورد )73 درصد( ســـیگاری و تعـــداد 7 مورد 

)27 درصد( غیرســـیگاری می باشـــند. توزیع ســـنی بیماران در 

محدوده های زیر 40، 40-50، 50-60 و 60-70 ســـال به ترتیب 

)3 درصد(1، )3 درصد(1، )47 درصـــد(14 و )47 درصد(14 نفر 

می باشـــد )شکل 1(.
جهـــت بررســـی بیـــان ژن GLUT1 در بیـــماران مبتا بـــه سرطان 

ســـلولهای غیـــر کوچک ریـــه از 30 بیـــمار مبتا، بافـــت توموری و 

بافـــت مجاور تومـــور )به عنـــوان نمونـــه نرمال( گرفته شـــد.

 پس از اســـتخراج RNA و ســـنتز cDNA ســـطح mRNA ژن های 

مورد بررســـی بـــا تکنیـــک Real-Time PCR اندازه گیری شـــد. با 

توجه بـــه منحنـــی تکثیر مقادیر ســـیکل آســـتانه )Ct( بـــرای هر 

نمونه تعیین شـــده و در مرحله بعد اختاف بین ســـطح آســـتانه ژن 

GLUT1 و GAPDH بـــه عنـــوان dCt در نظر گرفته شـــد. مقادیر 

dCt نمونـــه های نرمـــال و بافت توموری با اســـتفاده از آزمون آماری 

t ارزیابی شـــد. نتایج به دســـت آمده در شـــکل 2 نشـــان داده شده 

اســـت. با توجه به ایـــن شـــکل میـــزان dCt ژن GLUT1 در بافت 

تومـــور به میزان 2/1 بیشـــتر از بافت نرمال اســـت )P = 0/013(. به 

عبـــارت دیگر میزان بیـــان ژن GluT1 در بافت توموری ســـلول های 

غیرکوچک ریه 4/3 برابر بیشـــتر می باشـــد.
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شکل 1 - اطاعات نمونه های بالینی مورد استفاده در مطالعه حاضر

شکل 2 -مقدار dCt در دو بافت طبیعی و تومور سلول های غیرکوچک ریه در نمونه های بررسی شده. نماد * نشان دهنده اختاف 

)P = 0/013( معنی دار بین دو گروه می باشد

سرطـــان ریه یکی از کشـــنده تریـــن سرطان هـــا در مردان و 

زنـــان اســـت. میزان مـــرگ و میر آن بیشـــتر از مجموع ســـه 

سرطان شـــایع )کولون، سینه و پانکراس( اســـت. بیش از نیمی 

از بیـــماران مبتـــا بـــه سرطان ریـــه در عرض یک ســـال پس 

از تشـــخیص مـــی میرند و بقای 5 ســـاله حـــدود 17/8 درصد 

 GLUT1 اســـت )11(. مهمترین حامل گلوکز به ســـلول هـــا

محســـوب می شـــود که با افزایش سوخت و ســـاز سلولی در 

رشـــد تومور نقش دارد. افزایـــش GLUT1 و در نتیجه جذب 

گلوکز به ســـلول هـــای سرطانی کـــه با سرعت درحال رشـــد 

می باشـــند این امـــکان را مـــی دهد که حتـــی تحت شرایط 

هیپوکســـی قادر باشـــند انرژی مـــورد نیاز خـــود را از طریق 

گلیکولیز تامیـــن نمایند )12(.

در این تحقیق میـــزان mRNA ژن GLUT1 در 30 نمونه بافت 

 Real-Time سرطانی ســـلول های غیرکوچـــک ریه بـــا روش

PCR انـــدازه گیری شـــده و با ســـلول های طبیعی مقایســـه 

شـــد. نتایج این تحقیق نشـــان داد ســـطح mRNA این ژن در 

ســـلول های سرطانـــی به میزان 4/3 برابر نســـبت به ســـلول 

هـــای طبیعی افزایـــش می یابد.

بحث:
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در همین راســـتا نتایج تحقیقی که توســـط Young و همکاران 

بر 269 نفر از بیماران سرطان ریه ســـلولهای غیرکوچک بررسی 

شـــد نشـــان داد که بیان ژن GLUT1 در بیـــن بیماران و حتی 

در بیماران دارای اســـکواموس سل کارســـینوما و آدنوکارسینوما 

افزایـــش معنـــی داری دارد )13(. نتایج تحقیقات نشـــان می 

دهـــد افزایش بیان ایزوفرم هـــای GLUT1 و 3 موجب کاهش 

بقـــای مبتایان به سرطـــان می شـــود )14(. در تحقیق دیگری 

کـــه توســـط Younes و همـــکاران انجام شـــد بیـــش بیانی 

GLUT1 و یـــا GLUT3 در بیماران با تومورهـــای تمایز یافته 

و با تمایز متوســـط کارسینومای ریه ســـلول غیرکوچک گزارش 

شـــد )15(. افزایـــش بیـــان GLUT1 با افزایش انتقـــال گلوکز 

به درون ســـلول هـــای سرطانی در جهت برنامـــه ریزی مجدد 

مســـیرهای متابولیک عمل مـــی کنند )16(. 

ســـلول های سرطانـــی برخـــاف ســـلول هـــای طبیعـــی با 

برنامه ریـــزی مجـــدد مســـیرهای متابولیـــک کامـــا بصورت 

غیرطبیعـــی رفتـــار می کننـــد. ســـلول های تومـــوری بدلیل 

سرعـــت بالای تکثیـــر و همینطور طبیعت متحـــرک خود باید 

متابولیســـم انرژی را با سرعت بالایی انجـــام دهند. به همین 

دلیـــل، تومورها دچار هیپوکســـی بیشـــتری بـــوده و به منبع 

غیراکســـیداتیو انرژی مانند گلیکولیز نیاز دارنـــد )اثر واربرگ( 

.)17(

 بنابراین، گلیکولیز در بســـیاری از ســـلولهای سرطانی با سرعت 

بالایی انجام شـــده و مســـیر اکسیداســـیون NADH را پیش 

مـــی برد که نتیجـــه آن تولیـــد مقادیر بالای ROS اســـت. به 

ایـــن ترتیب ژن های مســـیرهای متابولیکی نقش مســـتقیمی 

در تومورزایی و پیشرفت تومور دارنـــد )18(. افزایش گلیکولیز 

هوازي در سلولهاي سرطانی مستلزم افزایش برداشت گلوکز و 

تولید لاکتات در حضور اکسیژن است و لازمه بروز این فنوتیپ 

سرطانی بیشبیانی در ژنهاي گلیکولیز است که در اغلب سرطان 

گلیکولیز  در  فعالیت  افزایش  این   .)19( است  شده  مشاهده 

میتواند نیاز شدید ســـلول های تومـــوری در حال تکثیر سریع 

بـــه انـــرژی و مولکول هـــای ســـاختاری را تامین کنـــد )20(. 

بنابرایـــن ســـلول هـــای سرطانی به گلوکـــز به عنـــوان منبع 

انرژی وابســـتگی بالایـــی داشـــته و تولید لاکتات بـــه عنوان 

راهـــکاری برای سازگارشـــدن ســـلول های تومـــوری به شرایط 

هیپوکسی محســـوب می شـــود )21(. از عوامل موثر بر تغییر 

در بیـــان GLUT1 تاثیر فاکتورهای رشـــد و همچنین انکوژن 

ها می باشـــد. گیرنده فاکتور رشـــد اپیدرمـــی )EGFR( که در 

بســـیاری از سرطان هـــا بیان بالایـــی دارد با تاثیر بـــر انتقال 

دهنده ســـدیم/گلوکز )SGLT1( موجب حفـــظ غلظت درون 

ســـلولی گلوکز شده و در نتیجه از مرگ ســـلول در اثر اتوفاژی 

جلوگیری می کنـــد. انکوژن هایی ماننـــد Ras و Src از طریق 

فعال ســـازی GLUT1 که ژن کلیدی در برداشـــت گلوکز توسط 

ســـلول ها محسوب می شـــود موجب پیشـــرد گلیکولیز می 

شـــوند. بنابراین، برنامه ریـــزی مجدد مســـیر گلیکولیز نقش 

حیاتـــی در ایجاد و پیشرفت تومـــور دارد )22(. 

نتیجه گیری:

با توجه به نتایج به دست آمده می توان اظهار داشت افزایش بیان GLUT1 بصورت یک مکانیسم حفاظتی در سلول های سرطانی 

عمل نموده و با تغییر در برنامه متابولیکی این سلول ها در رشد و گسترش بدخیمی تومور موثر می باشد. 

تشکر و قدردانی:

به این وسیله از کارشناسان آزمایشگاه ژنتیک دانشگاه آزاد اسامی واحد ورامین-پیشوا تشکر و قدردانی می شود.

تعارض منافع:

هیچگونه تعارض منافعی توسط نویسندگان گزارش نشده است.
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