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Abstract 
Background: ERBB2 is a member of the human epidermal growth factor receptor family and is located at large 

arm of chromosome 17. This receptor can activate a variety of signaling pathways which inhibit apoptosis and 

induce cell proliferation. MiRNAs are small, single strand, non coding RNAs that regulate gene expression at post 

transcriptional level and control important cellular processes such as proliferation, differentiation, apoptosis and 

tumor genesis. Genomic location of miRNAs demonstrated that they are located at fragile and/ or cancer related 

chromosomal regions. The aim of this study is production of necessary structure to over express the predicted area of 

a novel miRNA in ERBB2 gene following its bioinformatics prediction. 

Methods: Different bioinformatics software was used to investigate stem loop structures with a potential to 

produce novel miRNAs, Dicer and Drosha enzymes recognition sites and conservation of interested area. Then the 

surrounding area of candidate stem loop structure was cloned in pEGFPC1 expression vector successfully. 

Results: Different software study shows a high probability of processing a mature miRNA. The required 

construct for more studies was cloned in pEGFPC1 expression vector successfully. 

Conclusion: Bioinformatics analysis predictING stem loop structure has a potential to produce a novel miRNA. 
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 1/2/1317انتشار بزخط:      11/2/1315پذیزش:      23/1/1315دریافت: 

 ـدرمانی تبزیش.   56-50(:2)40؛ تیزو  خزداد 1317مجله پششکی دانشگاه علوم پششکی و خدمات بهداشتی 

 
 چکیده

یٌش٘ذٜ ERBB2زمينه:  ادٜ  ّٙذ وشٚٔٛصْٚ فضٛی اص خبٛ٘ دٜ ٚ ثش سٚی ثبصٚی ث یٌش٘ذٜ ٔیلشاس ٌشفتٝ 17ٞبی فبوتٛس سؿذ اپیذسٔی ثٛ ذ ثبفث اػت. ایٗ  ا٘ تٛ
یٌشی وٙذ. فقبَ ؿذٖ ٔؼیشٞبی پیبْ ٟبیت تىثیش ػِّٛی سا افضایؾ ٚ اص آپٛپتٛص خّٛ ی ؿذٜ ٚ دس٘  RNAٙٙ ٞب miRNA سػب٘ ای سؿتٝذٜ تهٞبی غیشوذو

ذ وٝ ثٝ ٙٙذٜٙؾیٓفٙٛاٖ ت وٛچىی ٞؼتٙ یٛؼی فُٕ ٔی و ٘ٚ ٙٙذ. ٞبی ثیبٖ طٖ دس ػغح پغ اص س ذ miRNAو ص ٚ ٞب فشآیٙ ٘ٙذ تىثیش، تٕبیض، آپٛپتٛ ٞبی ٟٔٓ ػِّٛی ٔب
تٙشَ ٔی ٔٛسصایی سا و ٔی تٛ بحیٝ طٛ٘ ٙٙذ.٘  ـبٖ ٔی miRNAو اٛحی وشٚٔٛصٚٔی حؼبع ٚ ٔشتجظ ثب ػشعبٖ لشاس ٌشفتٝدٞذ وٝ آٖٞب٘  ذ. ٞذف اص ایٗ ٞب دس٘  ا٘

فٛسٔبتیىی خٟت ؿٙبػبیی ت ِٚیٝ ثیٛا٘ دبْ ٔغبِقبت ا ؾش اػت. ERBB2خذیذ دس طٖ ٟٔٓ  miRNAحمیك ا٘ بحیٝ ٔٛسد٘   ٚ ػبختٗ ػبصٜ لاصْ خٟت ثیؾ ثیبٖ٘ 
شْکار:  روش بیی ایدبد ػبختبس ػبلٝدس تحمیك حبضش اثتذا ثب٘  ا٘ ف تٛ ضیٓ افضاسٞبی ٔختّ ٝ، ٔحُ ثشؽ آ٘ ؿذٌی ٘بحیٝ ٚ حفبؽت Dicer  ٚDroshaٞبی حّم

ؾش ثشسػی ٌشدیذ. ػپغ ٘بحیٝ اعشاف ػبختبس ػبلٝ ذیذ دس حبُٔ ثیب٘ی  ٔٛسد٘   وّٖٛ ٌشدیذ. pEGFPC1حّمٝ وب٘
شْها:  يافته بٖ داد افضاسثشسػی ثب٘  ف ٘ـ اِٛی ٚ ػبختبس  وٝٞبی ٔختّ ذ ٔی احتٕبَ ثبلا، ثب ثبِغ miRNAاص ایٗ ت ا٘ پشداصؽ ٌشدد. خٟت ادأٝ ٔغبِقبت ػبصٜ تٛ

ی  ی٘بص دس حبُٔ ثیب٘  ثب ٔٛفمیت وّٖٛ ٌشدیذ. pEGFPC1ٔٛسد 
ـبٖ٘تبیح ٔجٙی ثش تدضیٝ ٚ تحّیُگيري:  نتيجه فٛسٔبتیىی٘  یِذ ٞبی ثیٛا٘ ىبٖ تٛ ٞٙذٜ أ  ثبؿذ.حّمٝ ٔی خذیذ اص ایٗ ػبختبس ػبلٝ miRNAد

 
فٛسٔبتیه، ها:کليد واژه ا٘ٛ  وّٖٛ ػبصی ،ERBB2طٖ  ثی

 
حٕذػّغب٘ی ف، یٛػفی ص٘ظاد  ؿجب٘ی: نحوه استناد به اين مقاله ِٛی عة،ٔ  اٛ٘فٛسٔبتیىی ػبختبس ػبلٝ. ج.، ٔ ٛدٖ ػبصٜ لاصْ خٟت ثیؾ ٔغبِقٝ ثی . ٔدّٝ ثیبٖ آٖ  حّمٝٚ  وّٖٛ ٕ٘

ذاؿتی ـ دسٔب٘ی تجشیض.  ٍبٜ فّْٛ پضؿىیٚ  خذٔبت ثٟ   56-50(:2)40؛ 1317پضؿىی دا٘ـ
 
 
 
 
 
 
 

ؤِفبٖ ٔحفٛػ اػت.حك   تأیِف ثشایٔ 

دٛص وشییتٛ وبٔٙض  ذاؿتی ـ دسٔب٘ی تجشیض تحتٔ  ٍبٜ فّْٛ پضؿىیٚ  خذٔبت ثٟ ػظ دا٘ـ  (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0)ایٗ ٔمبِٝ ثب دػتشػی آصاد تٛ
ب دس كٛستی ٔدبص اػت وٝ ثٝ اثش اكّی ثٝ ٘حٛ ٔمتضی اػتٙبدٚ  اسخبؿ دادٜ ؿذٜ ثبؿذ. تٙـش ؿذٜ وٝ عجك ٔفبد آٖ ٞشٌٛٝ٘ اػتفبدٜ تٟٙ ٔ 

mailto:gh_kaka@yahoo.com
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0


 ;571 خرداد و تیر 6شماره   84مجله پسشکی دانشگاه علوم پسشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی تبریس دوره /  96

مقدمه
اٛدٜ  ٞبی فبوتٛس سؿذ ٌیش٘ذٜدس ا٘ؼبٖ چٟبس فضٛ اص خب٘

اص ایٗ ٔیبٖ . (1) ٚخٛد داسد ERBB 4، 3، 2، 1 ثب اػبٔیاپیذسٔی 
ERBB2 ؿٛد ٚ ثب تـىیُ  ٝ عٛس ٔؼتمیٓ ثٝ ِیٍب٘ذ ٔتلُ ٕ٘یث

 ٚ ERBB1ثٝ ٚیظٜ  EGFRٞتشٚوٕپّىغ ثب ػبیش افضبی خب٘ٛادٜ 
ERBB3 ْٞبی اپتیّیبَ ػَّٛ .(2) وٙذسػب٘ی ؿشوت ٔیدس پیب

 سا ثش سٚی غـبء ERBB2عجیقی، ٔیضاٖ وٕی اص پشٚتئیٗ 
ٍٛی اختلبكی ثبفتی ثیبٖ ٔیؿبٖ ثٝ كپلاػٕبیی وٙٙذ. ایٗ  ٛست اِ

، ٚالـ ثش سٚی ثبصٚی ثّٙذ وشٚٔٛصْٚ ERBB2طٖ ٌیش٘ذٜ تٛػظ 
ذػبصی خغب ٞبی تٛٔٛسی دس ػَّٛؿٛد. ، وذ ٔی17 دس ٕٞبٙ٘

DNAٝٞبی چٙذٌب٘ٝ طٖ ثش سٚی یه ، اغّت ثبفث ایدبد ٘ؼخ
ذیذ طٌٖشددوشٚٔٛصْٚ ٔٙفشد ٔی دسكذ  25تمشیجب دس  ERBB2 . تـ

. ایٗ افضایؾ (3) ؿٛددیذٜ ٔیثیٕبساٖ ثب ٘ٛؿ ٟٔبخٓ ػشعبٖ پؼتبٖ 
ٔٛس، ٌؼتشؽ ػشعبٖ ثٝ ٌشٜ ذاصٜ تٛ ٞبی ثیبٖ ٔٙدش ثٝ ثضسي ؿذٖ ا٘

فبٚی، ِٛی، S ٞبی فبصػَّٛ افضایؾ ِٙ آ٘یٛپّٛئیذی دس  ػیىُ ػّ
ٌشدد. ثیؾ ٞبی اػتشٚئیذی ٔیٞبی ٞٛسٖٔٛٚ وبٞؾ ٌیش٘ذٜ ػَّٛ

ٖ، ثیبٖ ایٗ ٌیش٘ذٜ دس دیٍش ػشعبٖ ٞب ٕٞچٖٛ سیٝ، پب٘ىشاع، وِٛٛ
، ٞبی  ػَّٛ. (4-6) اػت ٘یض ٌضاسؽ ؿذٜٚ سحٓ  ٔقذٜ ،٘بی ٔثبٝ٘

، تمؼیٓ G1/Sثب ٌزس ػشیـ اص ٔشحّٝ  ERBB2داسای ثیبٖ ثبلای 
ِٛی سا دس صٔبٖ وٛتبٜ دبْ ٔیػّ ایٗ  ثش فلاٜٚ. (7) دٞٙذتشی ا٘

ؿذٖ ػشیٗ پشٚتئبص ٔٛخت فقبَ ERBB2ؿذٖ ٌیش٘ذٜ فقبَ
ؿذٖ تٛػظ ثب ؿىؼتٝ cyclinEٌشدد. فشْ ثبِغ ٚ فقبَ الاػتبص، ٔی

َ cyclin Eؿذٖ فقبَ دس ٘تیدٝ ٌشدد.ٔیالاػتبص ایدبد  دس صٔبٖ  ػّٛ
س ٔی G1تشی اص ٔشحّٝ  وٛتبٜ  microRNA (miRNA)  .(8) وٙذفجٛ

اٛدٜ  20-24وٙٙذٜ ثٝ عَٛ  ٞبی وٛچه غیشوذ RNAای اص ٞب، خب٘
ؾیٓ  تیذ ٞؼتٙذ وٝ دس تٙ  ٞب دخبِت داس٘ذپغ اص سٚ٘ٛیؼی طٖ٘ٛوّئٛ

(9) .MiRNA  یٚشٚعٞب دس ٌی ساٖ ٚ تقذادی اص  ٞب  بٞبٖ، خبٛ٘
ثٛی یبفت ؿذ ذ. ایٗ دس عی تىبُٔ حفؼ ؿذٜٜ ٚ ثٝ خ ٞب  RNAا٘

یؼی  RNA polymeseIIٔقٕٛلا تٛػظ  ػپغ ٚ ؿذٜ سٚٛ٘
ٞب كٛست سٚی آٖ Aؿذٖ دْ پّی ٌزاسی ٚ اضبفٝولاٞه

ِیٝ تٛػظ آ٘ضیٓ  ؿتٌیشد. سٚ٘ٛ ٔی ػبص ثشیذٜ ٚ پیؾ Droshaاٚ
ِیذ ٔی 70ای ثٝ عَٛ تمشیجی حّمٝ ػبلٝ تیذ تٛ ٌشدد. پغ اص ٘ٛوّئٛ

ػظ آ٘ضیٓ پیؾ ا٘تمبَ ایٗ پلاػٓ، تٛ  Dicerػبص اص ٞؼتٝ ثٝ ػیتٛ
ثبِغ دسٖٚ  miRNAؿٛد. ایدبد ٔی miRNAثشیذٜ ؿذٜ ٚ فشْ ثبِغ 

ٞبی  طٖ mRNAدس  UTR'3ثب ٘بحیٝ لشاس ٌشفتٝ ٚ  RISCوٕپّىغ 
ؿٛد وٝ دس ٟ٘بیت ٔٛخت تدضیٝ یب ٕٔب٘قت اص ٞذف خفت ٔی

ذ  miRNAسػذ ثٝ ٘ؾش ٔی. (10) ؿٛد ٔی mRNAتشخٕٝ  اٙ٘ ٞب ثتٛ
ذ.  ٞبی وذیه ػْٛ اص طٖثیبٖ  بیٙ ؾیٓ ٕ٘ وٙٙذٜ پشٚتئیٗ سا تٙ

miRNA ِٛی ٕٞچٖٛ سؿذ،  ٞب ذٞبی ٔختّف ػّ ؾیٓ فشآیٙ دس تٙ
بخٓ، سيتىثیش، تٕبیض صایی ٚ ٔتبػتبص ٘مؾ وّیذی ، تٛٔٛسصایی، تٟ

ٞب ٞب دس ثؼیبسی اص ػشعبٖ miRNAوٙٙذ. ثیبٖ غیش عجیقی ایفب ٔی
ذ ٘ـبٖ ٔی ایٗاػت. ٌضاسؽ ؿذٜ ٙذ ٞب ٔی miRNAدٞذ ؿٛاٞ ا٘ تٛ

اٖ طٖ ػشعب٘ضا یب ػشوثٝ ٔٛس دس ثؼیبسی اص ٛةفٛٙ ٌش تٛ
 Let-7 ٚLin-4 .(11) ٞبی ا٘ؼب٘ی ٘مؾ وّیذی داؿتٝ ثبؿٙذ ثذخیٕی

ِٚیٗ   Caenorhabditis)اٍِب٘غ -ػی دس وٝ ٞؼتٙذٞبیی   miRNAا

elegans)  ی. اص آٖ صٔبٖ تبؿذ٘ذوـف اِٛ ٖ ت  miRNA ٞبیوٛٙ
  ب٘ذاساٖ دیٍشی ؿٙبػبیی ٚ ثجت ؿذٜدس ا٘ؼبٖ، ٌیبٞبٖ ٚ خصیبدی 

ی(12) اػت ْ ا٘ؼبٖ پشٚتئیٗ وذ ٕ٘ -. اص آ٘دبیی وٝ ثخؾ افؾٓ طٛ٘

ْ  miRNAطٖ وذوٙٙذٜ  55000سٚد ثیؾ اص وٙذ ا٘تؾبس ٔی دس طٛ٘
ٞبی خذیذ ثب  miRNA وـف دس اثتذا. ثبؿذٚخٛد داؿتٝا٘ؼبٖ 
اِٛیوّٖٛ ؿذ. پغ اص ا٘دبْ ٔیٞبی ٌؼتشدٜ ػبصی ٚ تقییٗ ت

ٞب ٕٞچٖٛ ػبختبس  miRNAاص  یؿٙبػبیی خلٛكیبت ثیـتش
یٛٝ ػبلٝ فٛسٔبتیه  ،ؿذٌیحّمٝ ٚ حفبؽت ثب٘ ا٘ اػتفبدٜ اص ثیٛ

اػبع پبسأتشٞبی لاصْ ثشای افضاسٞبی صیبدی ثشش ٌشدیذ. ٘شْت سایح
miRNA  ْ عشاحی ؿذ٘ذ. دس ایٗ حبِت ٌؼتشٜ خؼتدٛ اص وُ طٛ٘

ِیذ  ثش  ٌشدد. فلاٜٚٔحذٚد ٔی miRNAثٝ ٔٙبعك ٔؼتقذ ثشای تٛ
ٛ٘ذ یبٖ ٔیٞبیی وٝ دس یه ثبفت یب صٔبٖ خبف ث miRNAایٗ  ؿ

ٛ٘ذ٘یض ؿٙبػبیی ٔی ٕیت ثبلای طٖ . (13) ؿ  ERBB2ثب تٛخٝ ثٝ اٞ
فٛسٔبتیىی خٟت ؿٙبػبیی  ا٘ ِیٝ ثیٛ خذیذ دس  miRNAٔغبِقبت اٚ

دبْ ٚ ػبصٜ لاصْ خٟت ثیؾ ثیبٖ ٘بحیٝ ٔٛسد ٘ؾش ػبختٝ  ایٗ طٖ ا٘
ٕ٘بیذ. ثبِغ سا تؼٟیُ ٔی miRNAػبصی ؿٙبػبیی ثیؾ ثیبٖؿذ. 

اٖ اص ایٗ ػبصٜ خٟت ٔفلاٜٚ ثش ایٗ ٔی بِقٝ اثشات احتٕبِی غتٛ
miRNA ِٛی ٕٞچٖٛ چشخٝ ػِّٛی ٚ یب ذٞبی ػّ  احتٕبِی ثش فشآیٙ
  ٞبی ٞذف آٖ اػتفبدٜ ٕ٘ٛد.طٖؿٙبػبیی 

 
 کار  روش

اٛ٘فٛسٔبتیىی ثٝ ٔٙؾٛس  ػبختبس ػٙدبق ػشی پیـٍٛیی ثی
مٝ ط٘ٛٔی خؼتدٛی ػبختبسٞبی ػٙدبق ػشی احتٕبِی دس ٔٙغ

 SCC profilerافضاس  ٔٛسد ٘ؾش، اثتذا اص ٘شْ
(http://miRNA.imbb.forth.gr/SSCprofiler.html) .اػتفبدٜ ؿذ 

 ٘یض ثب آ٘بِیض( http://tagc.univ-mrs.fr/mireval/MirEval) افضاس٘شْ
اِٛی 1000ٕٞضٔبٖ تب  تیذ لبدس اػت ت ٞبی ؿجٝ پیؾ ػبص سا ٘ٛوّئٛ

خیق ػبختبسٞبی پیؾ ٚالقی  pre-miRNAثیٙی وٙذ. ثٝ ٔٙؾٛس تـ
 miPREDافضاس ٘شْ ٚالقی اص اص غیش

(http://www.bioinf.seu.edu.cn/miRNA/) .اػتفبدٜ ٌشدیذ 

اِٛی ٔٛسد ٘ؾش دس ثشسػی ٔیضاٖ حفبؽت ؿذٌی ثب ٚاسد وشدٖ ت
، UCSC Genome Browser (/http://genome.ucsc.edu) ػبیت

دبْ ٌشدیذ 2004دسفت ػبَ   Matureافضاسٞبی ثب اػتفبدٜ اص ٘شْ. ا٘

Bayes(http://mirna.imbb.forth.gr/MatureBayes.html) ،miR-

FIND (http://140.120.14.132:8080/MicroRNAProject-
Web/ ) ٚ http://nclab.hit.edu.cn/maturepred/) Mature Pred 

ثبِغ احتٕبِی  Dicer  ٚDrosha  ٚmiRNAخبیٍبٜ ثشؽ آ٘ضیٓ )
ٚ   ٔحُ لشاس Mature Bayesافضاس ٘شْ ثب ثیٙی ٌشدیذ.پیؾ ٌیشی ػبلٝ

http://mirna.imbb.forth.gr/SSCprofiler.html
http://tagc.univ-mrs.fr/mireval/
http://www.bioinf.seu.edu.cn/miRNA/
http://genome.ucsc.edu/
http://mirna.imbb.forth.gr/MatureBayes.html
http://140.120.14.132:8080/MicroRNAProject-Web/
http://140.120.14.132:8080/MicroRNAProject-Web/
http://nclab.hit.edu.cn/maturepred/
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miRNA ٝافضاس دس ٘شْ ؿذ.ثشسػی  5'ٚ  3'ٞبی ٞبی احتٕبِی ػبل
miR-FIND ی ٔٛسد اِٛ اِٛی پیؾ پغ اص ٚاسد وشدٖ ت ػبص ٘ؾش، ت

miRNA  ایٗ ٘شْ ٗیٕٞچٙپیـٟٙبد ؿذ. آٖ ٚ ػبختبس دْٚ احتٕبِی-

قشفی ٚ  3'ٚ  5'ٞبی ٞبی ثبِغ احتٕبِی ػبلٝ miRNA افضاس  ی٘ضٔ  سا 
ذاف احتٕبِی آٖ ٛد. Target scanافضاس ٞب سا ثب ٘شْاٞ ثٝ  ثشسػی ٕ٘

افضاسٞبی  ثب اػتفبدٜ اص ٘شْاثتذا  miRNAػبص وشدٖ پیؾٔٙؾٛس وّٖٛ
Oligo analyzer  ٚOligo7  دبْ ٌشدیذ. پشایٕش عشاحی پشایٕش ا٘

Forward  اِٛی ٚ پشایٕش   TCCAAGAGACTGGCGCTTTCثب ت
Reverse  اِٛی پغ اص  TATGCCACCCTCCACTCCAثب ت

Blast  ٜوشدٖ دس پبیٍبٜ دادNCBI  تبییذ اختلبكیت ٔغّٛة ٚ
اػتب٘ذاسد  سٚؽطْ٘ٛ ا٘ؼب٘ی عجك  DNAپشایٕشٞب، ا٘تخبة ٌشدیذ. 

ٍٛ خٟت ا٘دبْ اص ػَّٛ اٖٛ اِ ٞبی ػفیذ خٛ٘ی اػتخشاج ٚ ثٝ فٙ
PCR .ٚاوٙؾ  اػتفبدٜ ٌشدیذPCR  ٓثب آ٘ضیTaq  پّیٕشاص ٚ

دبْ ؿذ. ثشای تقییٗ ثٟتشیٗ دٔبی اتلبَ،  پشایٕشٞبی روش ؿذٜ ا٘
PCR دسخٝ  60دسخٝ ػب٘تیٍشاد تب  54دیب٘ت دٔب اص ادس ٌش

دبْ ٚ دٔبی  تخبة ٌشدیذ. ثش٘بٔٝ  58ػب٘تیٍشاد ا٘ دسخٝ ػب٘تیٍشاد ا٘
PCR  :دبْ ٌشفت  5ثشای اصدیبد لغقٝ ٔٛسد ٘ؾش ثٝ ؿشح صیش ا٘

ِیٝ دس دٔبی   30دسخٝ ػب٘تیٍشاد ػپغ  94دلیمٝ ٚاػشؿت اٚ
اػشؿت ػبصی دس ثب٘یٝ ٚ 30چشخٝ تىثیش وٝ ٞش چشخٝ ؿبُٔ: 

دسخٝ  58ثب٘یٝ دٔبی اتلبَ دس  30دسخٝ ػب٘تیٍشاد،  95دٔبی 
دبْ  72ػبصی دس ثب٘یٝ دٔبی عٛیُ 30ػب٘تیٍشاد،  دسخٝ ػب٘تیٍشاد ا٘

دبْ ٌشدیذ.  ط٘ٛٔی، لغقٝ تىثیش ؿذٜ  DNAثش سٚی  PCRپغ اص ا٘
ذاصٜثب  % ٔـبٞذٜ ٚ ثب اػتفبدٜ اص 5/1 ٔٛسد ٘ؾش سٚی طَ آٌبسص ا٘

اٚوٙؾ  اػتخشاج ٌشدیذ. اص طَ( Gene All, South Korea) ویت
حبق س TAٔٛسد ٘ؾش ٚ  PCRٔحلَٛ  ػبصی اِ دس pTZ57R/T  ٚوتٛ
دبْ ٚ ػبفت 1ثٝ ٔذت  c°16دٔبی  دس ثب سٚؽ ؿٛن حشاستی  ا٘

تشویت ثب دیذ. وّٛ٘ی٘ؼفٛسْ ٌشاتش DH5αثبوتشی ٔؼتقذ  ٞبی ٛ٘
س بیت  (M13) اػتفبدٜ اص پشایٕشٞبی ٚوتٛ ٚ لغقٝ، ثشسػی ٚ دس ٟ٘

تخبة ٚ دس   LB (Luria-Bertani)وّٛ٘ی حبٚی پلاػٕیذ ٔغّٛة ا٘

دس  100µl/mlػیّیٗ ثٝ غّؾت ٟ٘بیی  ثیٛتیه آٔپی ثب آ٘تی ٜٔبیـ ٕٞشا
ػبفت وـت دادٜ ؿذ. اػتخشاج پلاػٕیذ  16ثٝ ٔذت  c 37دٔبی 

دبْ ٌشفت. ویفیت  (Gene All, South Korea)ثب اػتفبدٜ اص ویت  ا٘
ثشؽ  % تبییذ ٌشدیذ.1پلاػٕیذ اػتخشاج ؿذٜ ثش سٚی طَ آٌبسص 

سٚی  c°37دس دٔبی  EcoR1 ٚ BamH1 ٞبی دٌٚب٘ٝ ثب آ٘ضیٓ
دبْ  pEGFPC1ٚوتٛس خبِی ٚ  pTZ57R/Tٚوتٛس اػتخشاج ؿذٜ  ا٘

سٚی طَ آٌبسص ثشدٜ ؿذ ٚ لغقبت  Digestionٌشدیذ. ٔحلَٛ 
ثب  ligationثشیذٜ ثب اػتفبدٜ اص ویت اص طَ اػتخشاج ٌشدیذ. پغ اص 

دبْ  T4 DNA Ligaseآ٘ضیٓ  لغقبت ثشیذٜ ؿذٜ ٚ ا٘
تشویت ثب پشایٕشٞبی  تخبة ثبوتشی ٛ٘ تش٘ؼفٛسٔبػیٖٛ دس ثبوتشی، ا٘

وّٙی  دس ٟ٘بیتٌشدیذ.  ٚ پشایٕشٞبی لغقٝ ا٘دبْ pEGFPC1ٚوتٛس 
تیه وب٘بٔبیؼیٗ ٔبیـ ٕٞشاٜ ثب آ٘تی LBدس ٔٛسد ٘ؾش  ثٝ غّؾت  ثیٛ

پغ اص اػتخشاج پلاػٕیذ ثشای تبییذ  وـت دادٜ ٚ 100µl/mlٟ٘بیی 
اِٛی كٛست ٌشفت.  ٟ٘بیی وّٖٛ ؿذٖ لغقٝ كحیح، تقییٗ ت

 
 هایافته

ِیٝ ثشای یبفتٗ  ٞبی احتٕبِی دس طٖ  miRNAخؼتدٛی اٚ
ERBB2 ْافضاس ثب اػتفبدٜ اص ٘شSCC profiler ی  ٔ بٖـ ای  حیٝ٘ب داد٘

 ERBB2 (Hg17,chr17: 35110423 - 35110526)طٖ ایٙتشٚ٘ی اص 
اٛ٘بیی ایدبد ػبختبس ػبلٝ ٘یض  MirEval افضاس٘شْ (.1)ؿىُ داسد ت

یٛٝ ی سا  ػبختبس ثب٘ اِٛ  miRNAػبص حّمٝ ٚ ؿجٝ پیؾ-ػبلٝایٗ ت
اعلافبتی  miPREDافضاس ثیٙی ٕ٘ٛد. ٘تبیح ثٝ دػت آٔذٜ ثب ٘شْپیؾ

یٛٝ پیـٟٙبد ٚ ثب دسكذ اعٕیٙبٖ % ی ٚ ػبختبس ثب٘ اِٛ  60.3دس ٔٛسد ت
 .(1)خذَٚ  اٚلقی ؿٙبػبیی ٕ٘ٛد miRNAػبص آٖ سا یه پیؾ

ی ٔٛسد ٘ؾش ثب اػتفبدٜ اص ٘شْ اِٛ افضاس ثشسػی ٔیضاٖ حفبؽت ؿذٌی ت
UCSC Genome Browser  ٚBlat  ُؾش لبث  ٘ اِٛی ٔٛسد وشدٖ ت

دبْ اػت. ؿىُ  اِٛی سا  2ا٘ ط ثٝ ایٗ ت ٍٛی حفبؽت ؿذٌی ٔشثٛ اِ
ٛ٘ٝ وٝ اص ؿىُ ثش ٔیدٞذ. ٕٞبٖ٘ـبٖ ٔی اِٛی دس ا٘ؼبٖ، ٌ آیذ ایٗ ت

 ٔٛؽ ٚ ٔٛؽ كحشایی حفبؽت ؿذٜ اػت.
 

 
اِٛی  :1شکل  یِض ت ػظ ٘شْ افضاس آ٘ب صٚٔیٚ  سؿتٝ لشاسٌیشی ػبختبس ػبلSSC profilerٝتٛ بٜ وشٚٛٔ ْ ا٘ؼبٖ، ٔـخق ٔی حّمٝ سا ثش . اِف( خبیٍ ی ٚ ػبختبس اػبع ٘ؼخٝ ٞفذٞٓ طٛ٘ اِٛ وٙذ ة( ت

بٖ ٔیدْٚ پیؾ ی ؿذٜ سا ٘ـ ٜٛ خفت ؿذٖ ثبصثیٙ ىیُ ػبختبس ػبلٝدٞذ ج( ٘ح اٛحی لشٔض سً٘ دس سدٜحّمٝ آٚسدٜ ؿذٜ بٞٚ  تـ ِٛی اػت. ٘ ی Helaػّ  ٔ  ؿٛ٘ذ.ثیبٖ
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ی ثب ٘شْ افضاس آ: ٘تبیح ثٝ دػت 1خذَٚ  اِٛ یِض ت ب٘  miPREDٔذٜ اص آ
Pre-miRNA-like Hairpin? Yes 
Pre-miRNA-like Hairpin? Yes 
The Secondary Structure :  
(((((((((((...(((...(((((..((((((((..((....))..)).))))))...))))))))...))))))))))) 
MFE: -40.30 
p-value (shuffle times:1000): 0.03   
Prediction result: Real microRNA precursor  
Prediction confidence: 60.3% 

 
 

 
 

سد ٘ؾش2ؿىُ ی ٛٔ اِٛ یٔضاٖ حفبؽت ؿذٌی ت یِض : ثشسػی  ب٘ ی UCSC Genome Browserافضاس ثب ٘شْ.آ  ٔ بٖـ اِٛی دس دٞذ ٘ ثٛی حفبؽت ؿذٜت ُ ثٝ خ  اػت.عَٛ تىبٔ
 
 

بٜ ػبلٝ  Mature Bayesافضاس ٘شْ  اِٛی ٚاسد ؿذٜ خبیٍ ٚ  3'ثب آ٘بِیض ت
ٔمبیؼٝ ثبِغ ٞش ػبلٝ سا پیـٍٛیی ٕ٘ٛد.  miRNAسا ٔـخق ٚ  5'

افضاس ٘ـبٖ داد ٞش دٚ ٘شْ miPREDافضاس ٚ ٘تبیح حبكُ اص ایٗ ٘شْ
ذ.ٞب سا تمشیجب یىؼبٖ پیؾ ثیٙی ٕ٘ٛدٜػبلٝخبیٍبٜ  دس ٘شْ افضاس  ا٘

miR-FIND  اِٛی ٔٛسدپغ اٚسد وشدٖ ت ی  ٘ؾش، ٘شْ اص  اِ افضاس یه تٛ
، ٚ ػبختبس دْٚ احتٕبِی آٖ سا پیـٟٙبد ٕ٘ٛد. MiRNAػبختبس پیؾ

سا  3'ٚ  5'ٞبی ثبِغ احتٕبِی ػبلٝ  miRNAافضاس  ایٗ ٘شْ ٕٞچٙیٗ
 Target scanافضاس  ٞب سا ثب ٘شْاحتٕبِی آٖٚ اٞذاف ٘یض ٔقشفی 
بیذثشسػی ٔی  حبُٔ حّمٝ دسوّٖٛ ػبصی ػبختبس ػبلٝ .ٕ٘
pEGFPC1 دبْ ٌشفت دبْ ٚاوٙؾ . ثذیٗ كٛست ا٘ سٚی  PCRا٘

DNA  ٜا٘ؼب٘ی ثب اػتفبدٜ اص پشایٕشٞبی اختلبكی عشاحی ؿذ ْ طٛ٘
 300 ٛسد ٘ؾش ثٝ ا٘ذاصٜٔكٛست ٌشفت وٝ ٔٛخت تىثیش لغقٝ 

% ٕٞشاٜ 1.5ثش سٚی طَ آٌبسص  PCRٔحلٛلات  خفت ثبص ٌشدیذ.

ثب آة خبیٍضیٗ ؿذ( اِىتشٚفٛسص ٌشدیذ.  DNAثب وٙتشَ ٔٙفی )
ذاصٜ ٔحلٛلات  ذ PCR٘تبیح طَ ٘ـبٖ داد وٝ ا٘ اصٜ لغقبت ثب ا٘

دٜ ذ ٔٛسد ا٘تؾبس یىؼبٖ ثٛ ػپغ لغقٝ اػتخشاج ؿذٜ اص طَ دس . ا٘
TA  س  تشویت ثش ٞبی ٘ٛ وّٖٛ ٌشدیذ. وّٛ٘ی pTZ57R/Tٚوتٛ

شی ؿذ٘ذ. ٛتیه آٔپیثیاػبع ٔمبٚٔت ثٝ آ٘تی -وّٛ٘یػیّیٗ غشثبٍِ

ٛ٘ی   چٙذٌب٘ٝ ا٘تخبة ؿذ٘ذ. PCRٞبی داسای لغقٝ ٔٛسد ٘ؾش ثب وّ
ٝ حبُٔ  EcoR1  ٚBamH1ٞبی ثب اػتفبدٜ اص خبیٍبٜ  TAدس تٙ

ثشیذٜ ؿذٜ وّٖٛ  pEGFPC1لغقٝ ٔٛسد ٘ؾش ثشیذٜ ؿذ ٚ دس حبُٔ 
ٛ٘ی   ، ثبوتشی PCRٌٛ٘شدیذ ٚ پغ اص غشثبٍِشی ثب وب٘بٔبیؼیٗ ٚ وّ

 ثب PCRدس سٚؽ وّٛ٘ی  (.3)ؿىُ  تشویت ٔٙبػت ا٘تخبة ٌشدیذ
فیمی اص پشایٕشٞبی حبُٔ ٚ  ٞبی ٔٛسد ٘ؾش سٚی ثبوتشیلغقٝ تّ

PCR دبْ ٔی اِٛی ٌیشد. ا٘ دس ٟ٘بیت ػبصٜ ٔٛسد ٘ؾش خٟت تقییٗ ت
 تبییذ ٌشدیذ.اسػبَ ٚ 

 

 
ٛ٘ی 3ؿىُ  بٌسص ٔحلَٛ وّ فٚٛسص طَ آ ىتش ٝ: اص چپ PCR: اِ بٌ٘ ٖ  Forward  ٚReverse( 1ثٝ ساػت: ػتٖٛ  ؿؾ  س، ػتٛ سٚ   Forward( 2ٚوتٛ ٖ  ،Reverseٚوتٛ  Forward( 3لغقٝ ػتٛ

ٖ   Forward  ٚReverse( 4ػتٖٛ  ٚوتٛس، Reverseلغقٝٚ   ٝ، ػتٛ وتٛس، ػتٖٛ  Forward( 5لغق  ٚ ٖ   Reverse( 6لغقٝٚ  س، ػتٛ بـٍ٘ش 7لغقٝٚ  ٚوتٛ ٘ )DNA 
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 بحث

بِقبت غٚ ٕٞىبساٖ ثب ا٘دبْ ٔ Dokanehiifard 2015دس ػبَ 
فٛسٔبتیىی ٚ ثیؾ ثیّٗ ػبصٜ  ا٘ٛ ٔٛفك ثٝ ػبختبسٞبی ػبلٝ حّمٝ ثی

 ػبختبس .(14) ؿذ٘ذ TrkCٞبی خذیذی دس طٖ  miRNAوـف 
یٛٝ ػبلٝ یبت ضشٚسی یه پیؾ ػبص كحّمٝ اص خلٛ -ثب٘

miRNA ْبثشایٗ تقذادی اص ٘ش  miRNAٞبی وـف افضاساػت. ثٙ
ىیُ ػبختبس ػبلٝ ىبٖ تـ  ٘یض ثش ٕٞیٗ اػبع عشاحی ؿذٜ ٚ أ

اٖٛ ثٝ افضاسٞب ٔیوٙٙذ. اص خّٕٝ ایٗ ٘شْحّمٝ سا ثشسػی ٔی  SSCت

profiler .ی  اؿبسٜ ٕ٘ٛد اِٛ اٚسد وشدٖ خبیٍبٜ وشٚٔٛصٚٔی ت پغ اص 
اِٛی سا پیؾ یٛٝ ت شطی آصاد آٖ سا ٔحبػجٝ ٔیػبختبس ثب٘ -ثیٙی ٚ ا٘

ٞبی ثیب٘ی افضاس لبدس اػت ثش اػبع دادٜایٗ ایٗ ٘شْ ؿٛد. فلاٜٚ ثش
ثیٙی ؿذٜ ٘یض ػغٛح ثیبٖ ػبختبس پیؾ HeLa ٚ HepG2ٞبی ػَّٛ

اِٛی ثب ایٗ ٘شْ(15) وٙذثشسػی  بٖ . ٘تبیح حبكُ اص آ٘بِیض ت افضاس ٘ـ
اِٛی ٔی یٛٝ ػبلٝدٞذ ایٗ ت شطی آصاد حّمٝ ث-داسای ػبختبس ثب٘ ب ا٘

دٜ ٚ ٘بحیٝ -داسای ثیبٖ ٔی  Helaای اص آٖ دس سدٜ ػِّٛی  ٔٙبػت ثٛ

ٞبی ثشای تـخیق ػبختبس miPredافضاس اػتفبدٜ اص ٘شْثبؿذ. 
ٞبی غیشٚالقی ؿجٝ اص دیٍش ػبختبس miRNAػبص ٚالقی پیؾ

ای ثؼیبس ٔفیذ اػت. ثشای ایٗ ٘شْ افضاس حّمٝ-ػبختبسٞبی ػبلٝ
-دسكذ حؼبػیت ٌضاسؽ ؿذٜ 95دسكذ اختلبكیت ٚ   2/98

اِٛی ػبلٝ .(16) اػت افضاس ٘ـبٖ داد ایٗ حّمٝ ثب ایٗ ٘شْ-آ٘بِیض ت
اٛ٘ذ ثب ػبختبس ٔی ِٛی یه پیؾت اٚلقی دسكذ اعٕیٙبٖ لبثُ لج ػبص 

miRNA .ٔمبیؼٝ طٟ٘بی ٔغبِقبت ثب  ثبؿذmiRNA  ٚ ا٘ؼب٘ی
ْ ٔٛؽ، ست، خٛخٝ ٚ ؿٕپب٘ضٜ  ٌٟبی آٟ٘ب دس طٛ٘ -٘ـبٖ ٔیِٕٞٛٛ

 .اٍِٛی حفؼ ؿذٌی خبكی ثیٗ ایٗ طٟ٘ب ٚخٛد داسد وٝ دٞذ
اِٛی ثٝیثٙبثشا ذ ٚیظٜ دس ٘ٛاحی ایٙتشٚ٘ی ٔیٗ حفبؽت ؿذٌی ت ا٘ٛ ت

حّمٝ ثبؿذ. ثشسػی _اص ػبختبس ػبلٝ miRNAدِیّی ثش پشداصؽ 
ٍٛی حفبؽت ی ثب ٘شْاِ اِ  UCSC Genomeافضاس ؿذٌی تٛ

Browser بٖ ٔی ثٛی حفؼ ٘ـ ی دس عَٛ تىبُٔ ثٝ خ اِٛ دٞذ ایٗ ت
ػظ آ٘ضیٓ miRNAػبص ٚالقی ؿذٜ اػت. یه پیؾ -لاصْ اػت تٛ

ٛ٘ذ تب  Dicer  ٚDroshaٞبی  ِیذ ٌشدد.  miRNAثشیذٜ ؿ ثبِغ تٛ
ی ؿٙبػبیی ایٗ دٚ آ٘ضیٓ اص ٘شْ اِ یٛی تٛ  افضاسٞبیخٟت پیـٍ

Mature Bayes  ٚmiR-FIND  .افضاس ایٗ دٚ ٘شْاػتفبدٜ ٌشدیذ
اٛ  5'ٚ 3'ٞبی ٞبی ثبِغ ػبلٝ miRNAػبص سا پیؾ ثیٙی ٚ ی پیؾِت

-ثشاػبع ٘شْ miR-FINDافضاس ثش ایٗ ٘شْ وٙٙذ. فلاٜٚسا ٔقشفی ٔی

ذاف  Target Scanافضاس  ٞبی ثبِغ احتٕبِی سا ثشسػی  miRNAاٞ
ی ثب ایٗ دٚ ٘شْسٕ٘بیذ. ٘تبیح ثشٔی اِ ٞبی ثبِغ  miRNA افضاس ػی تٛ

تٛاٖ اص ایٗ اعلافبت خٟت تبییذ وٙذ وٝ ٔیاحتٕبِی سا ٔقشفی ٔی
ثیٙی پیؾ ػبص ٘تبیح پیؾثبِغ اػتفبدٜ ٕ٘ٛد.  miRNA آصٔبیـٍبٞی

ی  SSC profiler،  Mature Bayes  ٚmiR-FINDافضاس ػٝ ٘شْ اِٛ ت

دس وٙٙذ. تمشیجب یىؼب٘ی سا ٔقشفی وشدٜ ٚ یىذیٍش سا تبییذ ٔی
فٛسٔبتیىی خٟت وبٞؾ ٔیضاٖ خغب لاصْ اػت  ا٘ٛ اص ٔغبِقبت ثی

افضاس ٚ ػبیت ثٝ ٔٛاصات ٞٓ اػتفبدٜ ؿٛد تب دس ٟ٘بیت  چٙذیٗ ٘شْ
دٖ  ثٝ ػبختبسی دػت یبثیٓ وٝ ثیـتشیٗ أتیبص سا ثشای ٚالقی ثٛ

ِیٗ ٔشحّٝ دس ؿٙبػبیی فشْ ثبِغ داؿتٝ ثبؿذ.  miRNAپیؾ ػبص  اٚ
miRNA  احتٕبِی وّٖٛ ٕ٘ٛدٖ آٖ دس یه حبُٔ ثیب٘ی ٔٙبػت

اٖٛ ػبصٜ ٔٛسد ٘ؾش سا ثیؾ ثیبٖ  . ثذیٗ ٔٙؾٛس (14) ٕ٘ٛداػت تب ثت
خلٛكیبت ٔفیذ ایٗ اص خّٕٝ  اػتفبدٜ ؿذ. pEGFPC1اص حبُٔ 

دٖ  حبُٔ ثیؾ ثیبٖ ٔٙبػت ٚ ثبلای لغقٝ وّٖٛ ؿذٜ ٚ داسا ثٛ
ش  ٘ؼفىت ؿذٖ حبُٔ ثٝ دسٖٚ ااػت وٝ ٔیضاٖ تش GFP٘ـبٍ٘

دس ػَّٛ  ییایٗ حبُٔ تقذاد ٘ؼخٝ ثبلادٞذ. ٞب سا ٘ـبٖ ٔیػَّٛ
E-coli ٝبثشایٗ ٔی داؿت اٖٛ ٔمذاس ٔٙبػت آٖ سا اػتخشاج ٕ٘ٛد. ٚ ثٙ ت

ذاصٜ ٔٙبػت  ٘شخ ویّٛ خفت ثبص(  7/4)فلاٜٚ ثشایٗ ثٝ دِیُ ا٘
پغ اص . (17) ٞبی ػِّٛی ٘ؼجتب ثبلا اػت٘ؼفىت آٖ ثٝ سدٜاتش

ْ ا٘ؼب٘ی ثب ٚاوٙؾ  DNAتىثیش لغقٝ اص سٚی  ، لغقٝ دس PCRطٛ٘
اعٕیٙبٖ اص  TA وّٖٛ ٌشدیذ. دِیُ اػتفبدٜ اص حبُٔ TA حبُٔ

ٞبی ٔحذٚدالاثش اػت. ػپغ لغقٝ ثشیذٜ ؿذٜ  ٞضٓ دٌٚبٝ٘ ثب آ٘ضیٓ
ٌب٘ٝ ٘ـبٖ ؿؾ PCRدس حبُٔ ثیب٘ی وّٖٛ ٌشدیذ. ٘تبیح وّٛ٘ی 

ذاصٜ ٔٙبػت ٚ دس خٟت كحیح دس  ٔیذٞذ لغقٝ ٔٛسد ٘ؾش ثب ا٘
ی تبییذ ٌشدیذ.  اِٛ حبُٔ وّٖٛ ٌشدیذٜ اػت وٝ ایٗ ٘تبیح ثب تقییٗ ت

بػبیی أىبٖ ؿٙ miRNAثب وّٖٛ وشدٖ ایٗ پیؾ ػبص احتٕبِی 
ذٞبی  ٞبی ٞذف احتٕبِی ٚتش فشْ ثبِغ ٚ تبثیش آٖ ثش طٖ ػبدٜ فشایٙ

ِٛی ٕٞ ٓ ٔیچػّ  ٌشدد.ٖٛ چشخٝ ػِّٛی فشاٞ
 

 گیرینتیجه
دبْ ؿذٜ ثٝ ٘ؾش ٔی فٛسٔبتیىی ا٘ ا٘ٛ سػذ ثب تٛخٝ ثٝ ٔغبِقبت ثی

اٛ٘بیی پشداصؽ  اِٛی ٚ ػبختبس ت ثبِغ سا داؿتٝ ثبؿذ.  miRNAایٗ ت
ٍبٞی داسد. ثٝ ایٗ ٔٙؾٛس ػبصٜ لاصْ  ایٗ ٘تبیح ٘یبص ثٝ تبییذ آصٔبیـ

ٝ ٔغبِقبت لاصْ اػت خٟت ثیؾ ثیبٖ ثب ٔٛفمیت ػبختٝ ؿذ. دس ادأ
فٛسٔبتیىی ٚ ػبصٜ وّٖٛ ؿذٜ ٚخٛد  ا٘ ثب اػتفبدٜ اص ٘تبیح ثیٛ

miRNA .ثٝ تبییذ آصٔبیـٍبٞی ثشػذ 
 

 قدردانی
اسؿذ سؿتٝ ط٘تیه  ٘بٔٝ وبسؿٙبػیاص پبیبٖٚٞؾ ثخـی ایٗ پظ
ِٛىِٛی  ٍبٜ  تلٛیت ؿذٜ دسٔ ىذٜ فّْٛ صیؼتی دا٘ـ تشثیت دا٘ـ

دٜ ٚ ثب حٕبیت ٔبِی ایٗ ٍبٜ ا٘دبْ ؿذٜ اػت ٔذسع ثٛ  .دا٘ـ
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