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در رده اختصاصی آن  siRNA    استفاده از دو  باCERBمیزان مهار ژن و مقایسه بررسی 
   HeLa سلولی

،  6کیمیا کهریزی، 5غلامرضا جوادی، 4جلال قره سوران، 3علی محمد اصغریان،  2مهدی بنان ، 1زهرا دیلمی خیابانی
  7حسین نجم آبادی

  
  چکیده
یاری از   یک فـاکتور مهـم پـایین دسـت بـس           CREBپروتئین  

 siRNAبـا  داشـتن   . مسیرهای سیگنالی بـه شـمار مـی رود        
 مــی تــوان مــسیر هــای ســیگنالی CREBکارآمــد بــرای ژن 

در . بسیاری از داروها را در سلول های مختلف بررسی نمـود          
 بـا بکـارگیری دو       CREBاین تحقیـق میـزان مهـار بیـان ژن           

siRNA      مختلف  بـرای ایـن ژن در سـلول هـای HeLa 
 جهـت بررسـی میـزان مهـاری دو           .ی قرار گرفـت   مورد بررس 
siRNA CREB  ــای ــلول هـ ــا روش HeLa، سـ   بـ

Lipofection   استخراج  .   ترانسفکت شدندRNA   وسـنتز 
cDNA گرفته، بررسی اثر مهاری بیـان ژن          صورتCREB 

 Relative Quantitative Real timeبـا اسـتفاده از   
PCRطبــق نتــایج بــه دســت آمــده یکــی از   انجــام گرفــت

siRNA        ها اثر مهاری بالایی برروی بیان CREB   در سلول 
درصـد در   CREB  ،5/64 نشان داد، و بیـان ژن        HeLaهای  

بـر اسـاس نتـایج ایـن تحقیـق،          . این سلول ها کـاهش یافـت      
siRNA CREB با کارایی بالا توانست اثر مهاری را در  
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  .لامی، واحد علوم و تحقیقات تهرانآزاد اس
 استادیار، مرکز تحقیقات ژنتیک، دانشگاه علوم بهزیستی و توانبخشی -2
 گروه زیست شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تنکابن -3
 عضو هیئت علمی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی تبریز -4
 دانشیار، گروه زیست شناسـی، دانـشگاه آزاد اسـلامی، واحـد علـوم            -5

 وتحقیقات
 دانشیار، مرکز تحقیقات ژنتیک، دانشگاه علوم بهزیستی و توانبخشی -6

  استاد، مرکز تحقیقات ژنتیک، دانشگاه علوم بهزیستی و توانبخشی -7

  
  

 . نشان دهدHeLaسلول های 
 کارآمدی که در این تحقیق جهت مهار        siRNAبا استفاده از    

  استفاده گردید،  HeLa طراحی و در سلول های       CREBژن  
 در سلول هـای دیگـر جهـت    CREB siRNAمی توان از 

  .بررسی مسیر سیگنالی نیز استفاده نمود
، سلول های CREB ،siRNAپروتئین : کلمات کلیدی

HeLa. 
  

  مقدمه
ــروتئین   CREB (Ca2+/cAMP responseپـ

element binding protein)  از فاکتورهای رونویـسی 
رک های سلولی   است که فعالیت آن در پاسخ به بسیاری از مح         

 و فاکتورهـای  UV ، هیپوکسی ، نور +cAMP Ca2 ,مثل 
مطالعات اخیر در مـوش هـای تـرانس         .  رشد افزایش می یابد   

 جهت بقـا سـلول هـا ضـروری          CREB که   هژنیک نشان داد  
 از طرفی بیان بیش از اندازه آن آپوپتوزیس را در سـلول             .است
ه شده پـروتئین    با توجه به موارد گفت       ]1[. القا می کند   Tهای  

CREB ممکــن در مــسیرهای ســیگنالی اکثــر  فراینــد هــای 
 جهت مطالعه عملکـرد     به این ترتیب  . سلولی نقش داشته باشد   

CREB        بـا   مـی تـوان    سـلول،     در انواع مـسیرهای سـیگنالی 
 siRNA (small interfering molecules) طراحــی 

در انـواع   آن را نقـش    وارد کردن آن بـه سـلول،  اختصاصی و 
   که ازsiRNAملکول های   .بررسی نمود مسیر های سیگنالی    

  RNAi (RNA interference)اجزای عملکـردی مـسیر   
می باشند، یکی از مهم ترین و موثر تـرین راه هـای خـاموش               

های سلولهای جـانوری مـی باشـدجهت خـاموش           سازی ژن 
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 ها با کمپلکس های خاموش کننـده القـا          siRNAسازی ژن،   
 RISC(RNA-induced silencing   یـا RNAشده بـا 

complex)         همراه شده و با اتصال بهRNA    هدف تجزیـه 
 به طور طبیعـی     RNAiمسیر  .  ]2-6[آن را موجب می شوند    

در سلول ها ی یوکاریوتی وجو د داشته و در تنظـیم بیـان ژن               
اسـتفاده از   .  ها در مرحله پس از رونویسی دخالت مـی کنـد            

مطمـئن جهـت مطالعـه       یک روش جدید و      siRNAسیستم  
جهـت  .  ]4[عملکرد ژن ها در سلول های جانوری مـی باشـد        

 اختـصاصی ژن  siRNAمطالعه عملکرد ژن خاص، می توان    
موردنظر را  به صورت شیمیایی سنتز کرده و سپس به داخـل              

 مـورد  siRNAسلول هدف وارد کرد یا اینکه ژن مربوط بـه          
 سلول ها را بـا      نظر را در وکتور های بیانی وارد کرده و سپس         

 در  siRNAوکتور نوترکیب ترانسفکت کـرد، تـا رونویـسی          
در ایـن تحقیـق     .  ]2[داخل سلول های هـدف صـورت گیـرد        

و بررسی دقیق میزان مهاری     ] siRNA CREB  ]8طراحی  
 Relative با استفاده از تکنیک HeLa آن در سلول های  

quantitative real time PCRدر .  انجــام گرفــت
 در این سـلول     siRNA CREBاهده اثر مهاری    صورت مش 

 مربوطـه جهـت مطالعـه عملکـرد         siRNAها مـی تـوان از       
CREB            در مسیر های سیگنالی در انواع سلول ها مثل سـلول 

نتایج این تحقیق می    . استفاده نمود K562های سوسپانسیونی     
تواند در مطالعاتی که در رابطه با شناسـایی مـسیر عملکـردی             

 عمل مـی    CREBها که احتمالا با فعال کردن       بسیاری از دارو  
  . کنند، موثر باشد

   
   کارمواد و روش

  کشت سلول ها
 CREB-siRNAکاربردی اثر مهاری    -در این مطالعه بنیادی   

سلول های .    مورد بررسی قرار گرفت   HeLaدر سلول های    
HeLa    در محیط DMEM (Biosera)      همراه بـا  ،FBS 

 در (Biosera)  (Fetal bovine serum)ده درصــد
 37 درصد رطوبت و دمـای       95 و   CO2 درصد   5انکوباتوربا  

  106درجه سانتیگراد کشت داده شدند تا سلول هـا بـه تعـداد         
، siRNAیکی از راه های طراحی        . در هر میلی لیتر رسیدند    

 نرم افزار های  مثلنرم افزار های موجود در اینترنت  استفاده از   
 دو  CREBار بیـان ژن     جهت مه .  می باشد  MWG شرکت  

 CREB  برای مکان های مختلف ژن        siRNAنوع مختلف   
  ]7 و 8[طراحی گردید

  
    CREB siRNAتوالی 

5' AGCCAGUCCAUUUUCCACCtt 3' First siRNA 

5' GGUGGAAAAUGGACUGGCUtt-3    Second siRNA 

 ، بـا اسـتفاده روش       CREB ژن   siRNAهردو نوع تـوالی       
Lipofection    لول هـای     به داخـل س ـHeLa   ترانـسفکت 

 هـدف   siRNA علاوه بـر     siRNAجهت مطالعات   . شدند
 نیـز مـی   (Negative siRNA) منفـی  siRNAنیاز بـه  

 رابطـه مکملـی     mRNA بـا هـیچ      siRNAباشد کـه ایـن      
. نداشته و بنابراین برروی بیان  هیچ ژنی را  تاثیر نمـی گـذارد          
ده برای هر نمونه کمـپلکس لیپوفکتـامین بـه شـرح ذیـل آمـا              

ــد ــدار  : گردیـ ــولار100مقـ ــو مـ  100در  siRNA از  پیکـ
بدون سرم رقیق شده و به آرامـی چنـد    DMEM میکرولیتر 

ــار  ــدار  mixب ــود مق ــی ش ــر2 م ــامین از   میکرولیت لیپوفکت
(Lipofectamine TM 2000- Invitrogene)  در

بـدون سـرم مخلـوط     DMEMمحیط کشت   میکرولیتر100
 سـپس   .گاه قـرار داده شـد   دقیقـه در دمـای آزمایـش   5 و شده

 رقیــق شــده بــا یکــدیگر لیپوفکتــامین و  siRNAترکیــب  
 دقیقه در دمای آزمایشگاه قرار داده شد،  تـا           20مخلوط شده و  

 کمـپلکس  . ایجاد شود  Lipofectamin-DNAکمپلکس  
پلیـت   به آرامی به محیط سلول ها اضافه شده و           تشکیل شده   

 ـ می شـود  تکان داده   آرامی  چند بار به     در سـطح    کمـپلکس    ا ت
 CO2 5پلیت در انکوباتور با شرایط . پلیت کاملا پخش گردد

 ساعت  48 به مدت    oC37 درصد ودمای    95 ، رطوبت    درصد
 جهت کنترل کارایی ترانسفکشن، در کنار       . ]6[قرار داده شدند  
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، در  CREB siRNA ســلول هــای ترانــسفکت شــده بــا 
 پلاسـمید   چاهک های  جداگانه با همان شـرایط ترانسفکـشن         

pSV-β-Galactosidase     ــا ــلول ه ــل س ــه داخ ــز ب  نی
در صورت وارد شدن پلاسمید به سلول ها،        . ترانسفکت شدند 

 گالاکتوزیداز صورت می گیـرد کـه بـا رنـگ آمیـزی              -βبیان  
  .سلول ها به رنگ آبی نمایان می شوند

  
-pSV-βرنگ آمیزی سـلول هـای ترانـسفکت شـده بـا             

Galactosidase  
 با -β-Gal pSVل های ترانسفکت شده با    رنگ آمیزی سلو   

 انجـام  staining set  β-Gal (Roche)استفاده از کیت 
 مـی  X-Gal و Iron buffer از متشکل این کیت . گرفت
که با ترکیب این دو محلول با نسبت مشخص می تـوان             باشد

،  باکتریایی را در هر سـلول  ترانـسفکت شـده           lacZبیان ژن   
رتیـب سـلول هـای ترانـسفکت شـده و           به این ت  . مطالعه نمود 

تعداد آنها با کمک میکروسکپ نوری به راحتی قابل تشخیص          
 540مقـدار    (Fixative)  فیکـساتیو  تهیـه  جهت     .می باشند 

 PBS میلــی لیتــر 38/9 در  درصــد37فرمالدهیــد میکرولیتــر 
مـی  درجه سانتیگراد گـرم     37اضافه شده و در بن ماری دمای        

 ـ تهیـه محلـول     جهـت     .شود  1 ،   (Staining)گ آمیـزی   رن
رقیق شده و به Iron buffer  واحد19 در X-Galواحد از 

ابتـدا  جهت رنگ آمیزی ،    .گردید دقیقه کاملا میکس     10مدت  
محیط از سطح سلول ها حـذف شـده و سـلول هـا یـک بـار                  

سـپس   .  شـسته مـی شـوند   PBS میلـی لیتـر      1-2بااستفاده از   
PBS      اتیو به سـلول هـا       میلی لیتر فیکس   1-2 را حذف کرده و

 درجـه   15-25 دقیقـه در دمـای       15اضافه می شود و به مدت       
 میلـی لیتـر محلـول رنـگ         1مقدار   .سانتیگراد انکوبه می گردد   

سـاعت در   /. 5 -3آمیزی به سلول ها اضافه کرده و به مـدت           
 تـا سـلول هـا رنـگ         گردیـد  درجه سانتیگراد انکوبه     37دمای  
  . شوند

  
  
  

 cDNA و سنتز RNAاستخراج 

 siRNA ازسلول های ترانسفکت شده بـا        RNA استخراج  
.  انجام گردیـد   RNX با روش    Negative و   CREBهای  

   RNX-Plus میلـی لیتـر از محلـول    1رسوب سلول ها در 
(CinnaGen)        دقیقـه در دمـای      5-10 اضافه شـد و مـدت 

ــرار داده شــدند ــاق ق ــدار  .  ات ــه مق ــه هــر نمون  200ســپس ب
 rpm دقیقـه د دور    5شـد و بعـد از       میکرولیتر کلرفرم افزوده    

فاز رویی به آرامـی  .  دقیقه سانتریفوژ شدند15به مدت   13000
اضافه و (Merck) برداشته شد و هم حجم آن ایزوپروپانول 

 سانتریفوژ  rpm 13000کاملا مخلوط گردید و سپس در دور      
 میکرولیتـر آب مقطـر      50در انتها رسـوب حاصـل در        .  شدند

  جهت تعیین مقدار و کیفیت       .حل گردید دیونیزه اتوکلاو شده    
 علاوه بر اندازه گیری جذب نـوری توسـط          RNAاستخراج  
ــومتر  ــارز  )Eppendorf(فت ــا  آگ ــورز ب  1، در ژل الکتروف

 اسـتخراج   RNAیـک میکروگـرم از      .  درصد نیز بررسی شد   
 RT-PCR بـا اسـتفاده از کیـت         cDNAشده جهت سـنتز     

(Bioneer)به کار رفت  .  
  
  siRNAاثر مهاری  بررسی -2-6

 از کیـــت CREBبـــه منظـــور بررســـی میـــزان مهـــار ژن 
QuantiFast SYBR Green (Qiagene)  و دسـتگاه 

Real-time PCR (ABI-7500) اســـتفاده گردیـــد   .
 انجـام   Relative quantificationواکنش هـا  از نـوع   

  ژن   گردید که در آن بیان ژن هدف در مقایـسه بـا بیـان یـک               
 GAPDH  (Glyceraldehyde (House keeping)خانه دار

3-phosphate dehydrogenase)    
  .مقایسه گردید عنوان کنترل داخلی به

ــتفاده     ــان ژن اس ــبه بی ــت محاس ــل جه ــول ذی ــپس از فرم  س
  : ]9 و10[گردید

  
در آزمایشات این تحقیق فرمول فوق به این صـورت خواهـد            

  :بود
2∆∆CT= 2(∆CREB-∆GAPDH) 
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ــری ژن   ــوالی پرایم ــایت  CREB و GAPDHت ــه از س  ک
  : طراحی شد، به صورت زیر استPrimer Bankاینترنتی 

  
GAPDH_ 
Forward 
primer 

5'-GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA-3' 

GAPDH_ 
Reverse 
primer  

5'-GTTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT-3' 

CREB _ 
Forward 
primer 

5'-CACCTGCCATCACCACTGTAA-3' 

CREB _ 
Reverse 
primer 

5'-GCTGCATTGGTCATGGTTAATGT-3' 

  
:  یه صورت زیر بـود Real-time PCRدما و شرایط انجام 

 دقیقـه کـه طـی       5 درجه سانیگراد به مدت      95گرمادهی اولیه   
 فعـال مـی    Hot start Taq polymeraseاین مرحلـه  

 10 درجه سـانتیگراد بـه مـدت         95در هر چرخه، دمای     .  شود
-40 ثانیه که طـی      30  درجه سانتیگراد به مدت    60ثانیه، دمای   

  .   سیکل ادامه داشت35
  

  نتایج
 در شکل HeLa  تصویری از میزان ترانسفکشن سلول ها ی 

با شـمارش سـلول هـای  ترانـسفکت شـده بـا              .  آمده است  1
 ، میــزان کــارایی ترانسفکــشن pSV- β- Gal.پلاســمید  

تعداد سلول های آبـی رنـگ نمایـانگر میـزان           .  بررسی گردید 
  HeLa50-40در رابطه با سلول هـای       .  باشد ترانسفکشن می 

آزمایـشات سـه بـار تکـرار        . درصد سلول ها آبی رنگ بودنـد      
شدند و در هر سه مورد کارایی ترانسفکشن در همـین حـدود    

در هر دو مورد، تعدادی سلول آبی کمرنگ هم مـشاهده           .  بود
گردید، که این حاکی از آن است ایـن سـلول هـا ترانـسفکت               

 βمقایسه با سلول های پررنگ  میزان بیـان ژن           شده اند  ودر     
  .  گالاکتوزیداز کم بوده است–
  

  
-PSV- Β ترانسفکت شده با پلاسمید HELAسلول : 1شکل 

GAL. .  سلول های آبی رنگ نشان دهنده  
  .  گالاکتوزیداز می باشد– Βترانسفکت شدن سلول ها و بیان ژن 

  
ــدار  ــلول RNAمق ــای س ــا HeLa ه ــده ب ــسفکت ش    تران

Negative siRNA و CREB siRNA  ــب ــه ترتی  ب
میزان جذب نوری . میکروگرم در میلی لیتر بود 1100 و  900
.  بـود  9/1- 8/1  فوق    RNA در هر نمونه های      280/260در  

 و وجـود بانـد هـای        OD260/280میزان جذب نوری در     
18s   28 وs نشان می دهد که RNA  های استخراج شـده از 

   ).2شکل( وبی برخوردار استسلول ها از کیفیت مطل
  

  
 

): 1( های استخراج شده ردیـف       RNAعکس ژل مربوط به      : 2شکل  
HELA   ترانسفکت شـده بـا NEGATIVE SIRNA  و ردیـف 

)2 :(HELA ترانسفکت شده با CREB SIRNA  . حضور باندهای
18S   28 وS         نشان دهنده سالم بودن و تجزیه نشدن RNA  استخراج 

  .شده می باشد

28s 
 

18s 

1       2         1       2         
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 اول، هیچ اثر بازدارندگی  CREB siRNA مربوط به نتایج
 درصد 4/64 ی دوم اثر مهار CREB siRNAنشان نداده و 

  .  نشان دادHeLaدر سلول  را
 مربوط به مهـار ژن  Real time PCR گراف های 4شکل 
 دوم استفاده شده در ایـن تحقیـق          siRNA  با    CREBهای  

ه گیری  مهـار     انداز.  نشان می دهد   HeLaرا در سلول های       
 بـه  GAPDH   در کنار یک ژن آنـدوژنوس  CREBبیان  

همچنین آزمایـشات   . عنوان کنترل داخلی صورت گرفته است     
  . انجام گردید(Duplicate)به صورت دوتایی 

  
  

  
  
  

 مربــوط مهــار ژن REAL TIME PCR گــراف هــای -3شــکل 
CREB     در سلول های ،HELA   محـور  .     می باشـدX   مربـوط بـه 
  مربـوط بـه میـزان افـزایش          Y و محـور     PCRرخـه هـای     تعداد چ 

 DSDNAهرچه میـزان  .   می باشد SYBR GREENفلورسانس 
  و ساتع شدن فلورسانس SYBR GREENافزایش می یابد، اتصال 

 به عنوان کنترل داخلی استفاده شـده        GAPDHژن  . نیز بالا می رود   
حاسبه  م CT∆∆ با استفاده از فرمول      CREBمیزان مهاری ژن    . است
  .گردید

  
  
  

  بحث
 رونویــسی ژن را در مرحلــه پــس از siRNAملکــول هــای 

 به دلیل اختصاصیت و کـارایی بـالا          و رونویسی مهار می کنند   
 امکان انتقال آن به انواع سـلول         همچنین جهت مهار بیان ژن و    

در سال های اخیر جهت     .  مورد توجه می باشند    ،های جانوری 
 siRNAاز سیستم    p53   و  NF-κBمطالعه مسیر سیگنالی    

استفاده شده است که به دنبال آن چنـدین ژن درگیـر در ایـن               
  .]12و13[شناسایی شده اندنیزمسیرها 

 بـرای یـک ژن       کارآمـد و مطمـئن     siRNA طراحـی یـک      با
می توان نقش آن را در رابطه با بسیاری           ،CREBخاص مثل   

در ایـن تحقیـق دو      . از مسیرهای سـیگنالی مـشخص سـاخت       
siRNA   جهــت مهــار بیــان ژن CREB در ســلول هــای 

HeLa   ،   با توجـه بـه اینکـه سـلول هـای           .  به کار گرفته شد
HeLa          ازرده سلول های سرطانی هستند، دارای رشد سـریع 

بوده و در تحقیقات سلولی بـه فراوانـی از آنهـا اسـتفاده مـی                
این سلول ها پس از کشت، به سطح پلیـت چـسبیده و      .  گردد

، بـه   CaPO4ا ترکیبی مثل لیپو فکتامین یا       ترانسفکشن آنها ب  
بـه دلیـل رشـد سـریع و قـدرت           .  راحتی صورت مـی گیـرد     

ترانسفکشن بالای این سلول ها، در این تحقیق از سلول هـای            
HeLa         جهت بررسی میـزان مهـاری دو siRNA CREB 

  . طراحی شده استفاده گردید
 به کار رفته در ایـن تحقیـق بـر اسـاس             siRNAبا اینکه دو    
، با  ]7 و 8[ و همکاران طراحی گردید    Reynoldsمعیار های   

 بـا   CREBاین حال تنها یکی از آنها منجر به مهـار بیـان ژن              
، siRNAبعد از ترانسفکشن سلول ها بـا        . کارایی بالا گردید  

، siRNA بـه یکـی از دو انتهـای ملکـول            RISCکمپلکس  
وصل شده، سپس با خاصیت هلیکازی موجب جدا شـدن دو           

پایداری کامـل  .   می گرددsiRNAنس و آنتی سنس  رشته س 
تعیـین  siRNA  دو رشـته  '5یا نسبی جفت بازهای انتهـایی  

 بـه عنـوان آنتـی     siRNAمی کند که کدام یک از رشته های         
.  ]14[سنس استفاده شده ودرخاموشی ژن دخالت داشته باشـد        

 کــه در ایــن تحقیــق اســتفاده siRNA  CREBدر بــین دو 
   توالی باsiRNAگردید، 



  
  ... استفاده باCERBمیزان مهار ژن و مقایسه بررسی             
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ــنس(  UGACUUAUCUUCGAUGCA '5) س
tt3'       ایـن  .   اثر مهاری از خود نشان ندادsiRNA  در هـر دو 

به این ترتیب امکان اتـصال   .   بود A=Uانتها دارای جفت باز     
در .   به یکـی از هـر دو انتهـا ممکـن اسـت             RISCکمپلکس  

 دوم با  اثر مهاری بالا بـا         siRNA CREBحالیکه در مورد    
  )سنس(توالی

    5' GGUGGAAAAUGGACUGGCU tt3'  
 و انتهای دیگر دارای     G≡C، یکی از انتها ها دارای جفت باز         

 رشته  '5 با انتهای    RISC می باشد و اتصال      U=Aجفت باز   
 بـه طـور کارآمـد       siRNAآنتی سنس صورت گرفته و ایـن        

 متصل شده و اثر مهـاری را در         mRNA CREBتوانسته با   
  .  از ترجمه انجام دهد در مرحله قبلCREBبیان ژن 

 در سـلول هـای      siRNAبر اسـاس نتـایج حاصـل از مهـار           
HeLa مــی تــوان از ایــن siRNA جهــت بررســی مــسیر 

 در آنهـا    CREBسیگنالی در سلول های مختلف که احتمـالا         
  . دخالت دارد، استفاده نمود
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