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بر تمايز سلولي ميوژنيك و  محلول   كژن كارسينوامبريوني اثر آنتي
  انتروسيتيك

  
   (Ph.D)2 الحيسني فخرالدين نقيب ،*(Ph.D)1 عباس پاكدل

 دانشكده پزشكي، گروه بيوشيميعلوم پزشكي سمنان، دانشگاه  -1

 ، دانشكده پزشكي، گروه بيوشيميرازيشعلوم پزشكي ه دانشگا -2

 
  ده يچك

يـك گليكـوپروتئين بـا     (Carcinoembryonic antigen, CFA)   كژن كارسـينوامبريوني  آنتـي  :سابقه و هـدف 
جمله سـرطان كولوركتـال افـزايش     ها از كه بيان آن در بسياري از سرطان است Glycophosphatidyl inositolلنگر
افزايش  و شندهد كه ترانسفك مطالعات پيشين نشان مي. رطان شودس جاديتواند باعث ا يسلول م زيمهار تما. يابد مي

 CEAژن محلـول   در اين مطالعه، اثر آنتي. شود ها باعث مهار تمايز سلولي مي ها و ميوبلاست در كلونوسيت CEAبيان 
  .سي گرديدبر تمايز سلولي برر

 Dulbecco's Modification ofدر محـيط  C2C12، و L6 ،Caco-2هاي  هاي تك لايه سلول كشت: ها مواد و روش

Eagle's Medium (DMEM)  حاوي(FBS) Fetal Bovine Serum 10% بـه منظـور القـاء تمـايز،      .رشد داده شدند
ر محيط كشـت بـا   د CEAغلظت . سرم اسب تغيير يافت% 2حاوي  DMEMبه  L6و  C2C12هاي سلولي  محيط رده

 RT-PCRو ) CK(گيري فعاليت كراتين كينـاز   زي هماتوكسيلين و ائوزين، اندازهآمي رنگ. گيري شد روش الايزا اندازه
  .استفاده شد C2C12ژن ميوژنين براي آزمايشات تمايز 

حـاوي مقـادير   ( LS-180هـاي   آوري شده از سلول خالص تجاري و محيط جمع CEAنتايج نشان داد كه  :ها يافته
مـا مشـاهده   . هاي كنترل نيز ديـده شـد   هاري دارند، اما اين اثر در گروهاثرات م Caco-2بر تمايز سلول ) CEAبالاي 

تمـايز  . دارنـد  L6هـاي   ساني بـر تمـايز سـلول    اثرات يك) كنترل( BSAو ) CEA )µg/ml 5كرديم كه غلظت بالاي 
مهـار   LS-180و بيان ژن ميوژنين در پاسخ به اضافه كردن محـيط كشـت    ژيكيدر سطح مورفولو C2C12هاي  سلول
داري از گـروه   به طور معنـي ) 0002/0=P( CHO و )LS-180 )0012/0=Pكننده محيط  درگروه دريافت CKفعاليت . شد

  .تر بود كنترل كم
  .روي تمايز سلولي ندارد اثرات قابل توجهي بر CEAمحلول  نژ آنتيدهد كه  نتايج ما نشان مي :گيري نتيجه

   
  نيوژنيهاي كولون و راست روده، م سرطاني و بافت روياني، نورويش پادگن موجود در بافت: هاي كليدي واژه

  

  مقدمه
سرطان بعد از سوانح و بيماري عروق كرونر قلب سـومين  

 در ايـران سـرطان روده بـزرگ در   . عامل مرگ در ايران است
 ـ بين آقايان و خانم ب سـومين و چهـارمين سـرطان    ها به ترتي

ــي  ــايع مـ ــد  شـ ــي]. 1،2[باشـ ــينوامبريوني آنتـ    كژن كارسـ

(Carcinoembryonic antigen, CFA)   ماركر توموري است
 ـ  خصـوص   هكه كاربرد وسيعي در مديريت بيماران سـرطاني، ب

 ـ ].3،4[كولوركتال دارد سرطان  وسـيله يـك    هاين پروتئين كه ب
به سـطح سـلول متصـل      Glycophosphatidyl inositolلنگر
مولكول چسبندگي بين سلولي عمل به عنوان يك ] 5[گردد  مي

  :ap_biochem@yahoo.com                          Email       0231-3354161:نمابر    0231-3354171  :تلفننويسنده مسئول،  *
]  24/11/1391:تاريخ پذيرش 25/4/1391 :تاريخ دريافت
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خاصيت تهـاجمي   CEA دهد كه مطالعات نشان مي]. 6[كند  مي
در يك مدل ]. 7[دهد  ا و متاستاز به كبد را افزايش ميه سلول

تجربي سرطان كولوركتال مشخص شد كه تزريـق سيسـتميك   
 ـ  راه با سلول هم CEA ژن محلول تيآن ال هاي سـرطان كولوركت

باعـث افـزايش    nude هـاي  ئين بـه مـوش  با قدرت متاستاز پا
مطالعـات بـر روي   ]. 8[شـود   ها به كبد مـي  متاستاز اين سلول

بـه  CEA  اتصـال  هاي سـلولي اثبـات كـرد كـه احتمـالاً      مدل
ــده ــر روي م گيرن ــد   اش ب ــث تولي ــدي باع ــاي كب اكروفاژه

م براي وقوع متاسـتاز را  شود كه شرايط لاز هايي مي كاينسيتو
 ينـد يكرده است، تنها فرا شنهاديپ سيهار]. 9[آورد  فراهم مي

هــا  ســلول ريــتوانــد از تكث يمــ يكيولــوژيزيف طيكــه در شــرا
 طيهـا اگـر در شـرا    و تمـام سـلول  . است زيكند تما يريجلوگ
شـده   شـنهاد يپ نيبنـابرا . گردند رينند تكثتوا يباشند م يمناسب

در  يسـلول  زينقص تمـا  يماريب كي است كه سرطان به عنوان
دهد كه، در  يها نشان م از پژوهش يبرخ جينتا. نظر گرفته شود

بـه   يتوپلاسميرشد س ،يخارج سلول يها گنالياز س ياثر بعض
 ـ زيتما امرموجب مهار نيو ا افتهيصفر كاهش  شـود،   يسلول م

باعـث   دوباره كسب شده و ينيدوران جن يها ييتوانا يطرف زا
  ].10[گردد  يآغاز سرطان م
در  CEAدهد كه افـزايش بيـان    پيشين نشان ميمطالعات 

هـا از جملـه تمـايز     تواند تمايز انواع مختلف سـلول  سلول مي
هـا را مهـار كنـد     نيك، نوروژنيـك و تمـايز كولونوسـيت   ژميو

محلول نيـز   CEAكه سطوح بالاي  فرض ما اين بود]. 11،12[
  .تواند از تمايز سلولي جلوگيري كند يم

 
  ها مواد و روش

، C2C12 هـاي سـلولي   رده .هـا  ش كشت سـلول رو -الف
Caco-2،LS-180  و CHO و پاستور ايران تهيه شـد   از انستيتو
ها در  تمامي سلول. گيل بود اي از دانشگاه مك هديه L6 سلول

در % 95و رطوبـت   ºC37،CO2  5%  شرايط استاندارد دمـاي 
  ســيلين و پنــي FBS %10حــاوي  DMEM محــيط كشــت

)U/ml 100 (استرپتومايسين ) µg/ml100( دكشت داده شدن.  

براي انجام آزمايشات مربوط  .روش القاء تمايزسلولي -ب
ختلف مـدل سـلولي اسـتفاده شـد كـه در      نوع م 3به تمايز از 

كـه   L6 و C2C12 هاي سلولي رده. بررسي تمايز كاربرد دارند
هاي مـوش و مـوش صـحرايي     به ترتيب مربوط به ميوبلاست

كـه مربـوط بـه     Caco-2 چنـين رده سـلولي   هـم باشـند و   مي
علاوه، از يك رده سلولي  هب. هاي روده انسان است كولونوسيت

كـه   LS-180 مربوط بـه كارسـينوماي كولـون انسـان بـه نـام      
 ژن محلول است،  براي تهيه آنتي CEA كننده مقدار بالاي توليد

CEA ـ هم. استفاده گرديد    CHO محـيط كشـت سـلول    نيچن

(Chinese hamster ovary)  ت بـه عنـوان   در برخي آزمايشـا
. مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت     CEA ژن محيط كنترل فاقد آنتي

بعـد از كشـت    C2C12 و L6 هـاي  براي القاء تمايز در سـلول 
% 90ها به  و رسيدن سلول Cm 6 هاي سلول در پليت 70×103

 DMEM هـا بـه   محيط كشـت آن  (Confluency) كانفلوئنسي

 ، differentiation mediaمحـيط تمـايز،  (اسـب  سرم % 2حاوي 

DM( ر د كانفلوئنسي اصطلاحي اسـت كـه معمـولاً    .تغيير يافت
و يـا فلاسـك    ها در پليـت  كشت سلول براي بيان تعداد سلول

 Caco-2 هاي القاء تمايز در سلول براي كشت و. رود كار مي هب

هـا هـر    محيط كشت سلول. اي استفاده شد خانه 4هاي  از پليت
 Caco-2 يهـا  بعد از رسيدن سلول. تعويض گرديد ساعت 48

هـا هـر روز    كانفلوئنسي كامل، محيط كشـت سـلول   به مرحله
ور ها به ط ـ مرحله كانفلوئنسي كامل اين سلول در. تعويض شد

  ].17[كنند  خود به خودي شروع به تمايز مي
منبع  دو. بر تمايز CEA ژن هاي بررسي اثر آنتي روش -ج
هـاي   بـراي آزمايشـات درمـان رده    CEA محلـول ژن  ياز آنت
استفاده شد كه عبـارت بودنـد    C2C12 و  Caco-2،L6 سلولي

 ـ    CEA-1: از وسـيله رده   هآزاد شده به داخل محـيط كشـت ب
ژن، در مرحلـه   به منظور تهيه اين نوع از آنتي.  LS-180سلولي

كشـت   حـيط م(Sub-confluency)  قبل از  كانفلوئنسي كامـل 
بار  3ها  كه سلول اين برداشته شد و پس از LS-180 هاي سلول

ت فاقد سرم بـراي مـدت   شستشو شدند، با محيط كش PBS با
محيط كشت پـس از ايـن مـدت    . انكوبه شدند ساعت 4زمان 

 ـ CEA برداشته شد و مقدار پروتئين تام و ب بـا  در آن به ترتي
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 از كيـت شـركت   فادهبا است(و الايزا ] 13[هاي برادفورد  روش

Canage حداكثر غلظت. گيري شد اندازه) ساخت كشور سوئد 

CEA هاي مختلـف  آوري شده در كشت در محيط كشت جمع 

ng/ml 35-20  در روش برادفـورد از پـروتئين  . بـود BSA 

(Bovine Serum Albumin) شـد  به عنوان استاندارد استفاده .
 آوري شـد و  عنيز با همين شرايط جم ـ CHO هاي محيط سلول

گيـري شـد و از آن بـه عنـوان      پروتئين تام در آن اندازهمقدار 
  .كنترل استفاده گرديد

ژن بـراي   از ايـن شـكل آنتـي   : تجاري CEA ژن آنتي -2
حداكثر غلظت مورد ( L6 هاي بر روي سلول CEA بررسي اثر

 حداكثر غلظت مـورد اسـتفاده   ( Caco-2 و) µg/ml 5 استفاده

µg/ml 5/1 ( 9[استفاده شد[.  
. C2C12 هـاي  بـر تمـايز سـلول    CEA بررسي اثـر  روش
به عنـوان   LS-180 يها شده از كشت سلول يآور محيط جمع

 .هـا اسـتفاده شـد    آزمايشات اين سلول در CEA ژن يمنبع آنت
ژن در  ها، اثـر آنتـي   از انجام كشت سلولي و درمان سلولپس 

سطح مورفولوژيكي، فعاليت آنـزيم كـراتين كينـاز و بيـان ژن     
وه كشـت داده  گـر  3هـا در   اين سلول. بررسي گرديد نيوژنيم

 زيتمـا  طيهـا مح ـ  بودند كه، به آن ييها گروه اول سلول. شدند
شـده از كشـت    يآور جمـع  طيمح ـ از يعلاوه مقدار مشخص هب

هـاي   گروه ديگر گـروه  2. اضافه شده بود LS-180 يها سلول
 ييهـا  سـلول ) 1كنتـرل مثبـت   (ه كنترل اول گرو. كنترل بودند

 طيمح ـ عـلاوه مقـدار مشخصـي از    هب  زيتما طيكه با مح دندوب
درمـان   CHO يهـا  شده از سـلول  يآور كشت فاقد سرم جمع

بودنـد   ييها سلول) 2كنترل مثبت(وه كنترل دوم گر. شده بودند
در سـطح  . بـود  زيتمـا  طيهـا فقـط مح ـ   كشـت آن  طيكه مح ـ

تبـديل  ها  ها به ميوتيوب رفولوژيك، در اثر تمايز ميوبلاستمو
اي قابـل رويـت    هاي چند هسته گردند كه به صورت سلول يم

 C2C12 هـاي  ها در سلول براي مشاهده بهتر ميوتيوب. هستند

آميزي هماتوكسيلين و ائوزين استفاده  در مرحله نهايي از رنگ
  .شد

 هـاي  ين كيناز در سـلول گيري فعاليت آنزيم كرات اندازه در

C2C12 براي تهيه لايزيت سلولي از روشي استفاده گرديد كه ،

از انجام كشـت  به طور خلاصه، پس ]. 14[كار رفته بود  هب قبلاً
در  C2C12 هـاي  هـا در ابتـدا سـلول    سلولي و درمـان سـلول  

سرد شسته شدند و با استفاده  PBS هاي تست و كنترل با گروه
 ـ% 1و  X-100 تريتـون % 1/0سـرد حـاوي    PBS از ل كوكتي

ليز شده  ºC 4 دقيقه در دماي 15كننده پروتئازها به مدت  مهار
يزيت چندين بار از سر سوزن بسـيار باريـك عبـور داده    و لا
 و دمـاي  RPM  14000دقيقه سانتريفيوژ در 15پس از . شد

ºC 4  آوري گرديـد و فعاليـت   مايع رويي جمـع CK   بـا روش
گيـري   اندازه )ايران -شيمي زيست(ز كيت و با استفاده ا كينتيك

  .شد
 از روش C2C12 هاي آناليز مولكولي تمايز در سلول براي

RT-PCR استخراج. استفاده شد RNA   با اسـتفاده از معـرف  

TriZol®     و طبـق دسـتورالعمل كارخانـه سـازنده (Roche) 

طبـق دسـتورالعمل    cDNA سـازي  براي آماده. صورت گرفت
 RNA از µg2  به طور خلاصه، در ابتدا. كيت فرمنتاز عمل شد

 ـ يآب د µl 5/12 بـا  الگـو  اتيـل   درمـان شـده بـا دي    زهيوني
 قـه يدق 5به مـدت   ºC 70 مخلوط و در (DEPC) پيروكربنات
به  ريمواد ز خ،ي يپس از سرد شدن مخلوط بر رو. انكوبه شد

از ( dNTP4 از µl  2،)X5 ( از بافر واكنش µl  4آن اضافه شد
  بونوكلئــازيكننــده ر مهــار µl 75/0 و) mM10  هــر كــدام

) U/µl40 (  دقيقـه در  5در اين مرحله مخلوط بـراي  ºC25 

 آنــزيم تــرانس كريپتــاز معكــوس µl 25/1 انكوبــه شــد و
)U/µl200(  دقيقه در 10به آن اضافه گرديد و ºC 25  و سپس

براي توقف واكنش مخلوط . قرار داده شد ºC 42 دقيقه در 60
. بر روي يخ سرد شد سپس قرار گرفت و ºC  70دقيقه در 10
آورده  1در جـدول  ] 15،16[والي پرايمرهاي مـورد اسـتفاده   ت

 µl 50 به حجـم كلـي   RT-PCR براي تهيه واكنش. شده است

 PCR بـافر  µl 5 تهيه شده بـا  cDNA از مخلوط µl 10 مقدار
)X10( ،µl 5/1 از MgCl2 ) mM50(،µl  1 نوع  4 ازdNTP 

 µl  5/1هركدام از پرايمرها،از  mM 10( ،µl 5/1 از هر كدام(
آب مخلـوط   µl28  و )U/µl1 ( مـراز  پلـي  DNA Taq آنزيم
  .گرديد
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اي در  هـاي زنجيـره   مورد ژن ميوژنين برنامـه واكـنش   در
 ºC  95دناتوره كردن اوليـه در : ترموسيكلر به اين صورت بود

سـيكل برنامـه    25دقيقه انجام گرفت سـپس در   5براي زمان 
ــراي  ºC  95دناتوراســيون در( ــه 45ب   درannealing – ثاني

ºC  65   و -ثانيـه  45بـراي extension در ºC 72   45بـراي 
براي  ºC 72 در extension اجرا گرديد كه با يك مرحله) نيهثا

  mGAPDH در مورد كنترل داخلي. يافت دقيقه خاتمه مي 10
(mouse Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase ) 

درجـه   annealing 57 همين برنامه اجرا گرديد فقط دماي زين
 PCR  ،10بعد از انجـام . گراد مورد استفاده قرار گرفت سانتي

الكتروفـورز ژل آگـارز    محصولات با اسـتفاده از ز ا تريكروليم
 ژل از يزيآم رنگ يبرا. ديولت جدا گرد 100 در ولتاژ 5/1%

Gel-Red استفاده شد.  
 و L6 هـاي  بر تمـايز در سـلول   CEA ژن آنتي اثر بررسي

Caco-2     از فقط در سطح مورفولوژيك انجـام گرفـت و پـس
ها به صورت فـاز   ها، عكس انجام كشت سلولي و درمان سلول

حلــه قبــل از كانفلوئنســي كامــل در مر. كنتراســت تهيــه شــد
گروه قرار گرفتند گروه اول تنها در محيط  3در  L6 هاي سلول
ژن خـالص   محـيط تمـايز حـاوي آنتـي    دوم در گـروه   يز،تما

 و گروه سوم در محيط تمـايز حـاوي پـروتئين     CEAتجاري

BSA  هـاي   مشاهده ميوتيوب. ز كشت داده شدندرو 6به مدت
  .اي به عنوان معيار تمايز بود چند هسته
 10گروه تا روز  5كانفلوئنت شده، در  Caco-2هاي  سلول

ــپس از    ــدند و س ــت داده ش ــي كش ــس از كانفلوئنس ــر  پ نظ
در اين مدت گروه اول در محـيط  . مورفولوژيكي بررسي شدند

هاي دوم، سـوم، چهـارم و پـنجم بـه ترتيـب در       تمايز و گروه
محيط تمايز به علاوه آنتي ژن خالص،  محيط تمايز به عـلاوه   

BSA  محيط تمايز به علاوه محيط كشت سـلول ،LS-180  و ،
 ـ CHOمحيط تمايز به علاوه محـيط كشـت سـلول     داري نگه

 به عنـوان  (Dome) مشاهده ساختارهايي گنبدي شكل .شدند
در . هـا بـه كـار رفـت     شاخص مورفولوژيك تمايز كلونوسيت

هـاي تـاريكي    هـا بـه صـورت حلقـه    Dome كشت تك لايـه 
]. 17[انـد   لاحظـه وسيله ميكروسكوپ فاز كنتراست قابـل م  هب

ــداد ــداقل در  Dome تع ــا ح ــا   3ه ــكوپي ب ــه ميكروس زمين
  .شمارش گرديد 100 نمايي بزرگ

افزار آماري   نرم 15آماري با استفاده از نسخه هاي  محاسبه
SPSS  ــد ــام ش ــروه  . انج ــين گ ــه ب ــون   مقايس ــا آزم ــا ب   ه

 Mann–Whitney   05/0انجام شد و مقـاديرp<  در  دار معنـي
  .نظر گرفته شد

  
RT-PCR توالي پرايمرهاي .1جدول   

)نوكلئوتيد(طول ناحيه تكثير شده  توالي جفت پرايمرهاي مورد استفاده نام ژن  
190 CATCCAGTACATTGAGCGCCTA 

GAGCAAATGATCTCCTGGGTTG 

 ميوژنين

176 
TGCACCACCAACTGCTTAG 
GGATGCAGGGATGATGTTC 

فسفات 3گليسر آلدهيد
دهيدروژناز موشي 

mGAPDH
.  مي باشد  Forward مربوط به پرايمر   توالي بالا   * 

  

  نتايج
 3 زيرا بـر تمـا   CEAژن محلول  يمطالعه ما اثر آنت نيدر ا

  .ميكرد ينوع سلول بررس
  يهـا  شـده از كشـت سـلول    يآور جمـع  طياثر مح -الف

 LS-180 ــاو ــ يح ــول  يآنت ــر رو CEAژن محل ــا يب  زيتم

قسـمت   1شكل ( 1گروه كنترل مثبت  در .C2C12 يهـا  سلول
E و F (هـا كشـت داده شـده     زمان با ساير گروه هم كه به طور

چنـين در گـروه    هـم . شـد  ليتشك يبه خوب ها وبيوتيبودند، م
هماننـد گـروه كنتـرل    ) Dو  Cقسمت  1شكل ( 2كنترل مثبت 

بـا  . تـر، مشـاهده شـد    با تعداد كم چه ها اگر وبيوتيم 1مثبت 
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 LS-180 يهـا  شده از كشـت سـلول   يرآو جمع طيافزودن مح
در  C2C12 يها به محيط تمايز سلول) ng/ml2 CEA يحاو(

 1شـكل  (ها مهـار گرديـد    در آن وبيوتيم ليتشك ز،يحال تما
  ).Bو  Aقسمت 
  يهـا  سـلول  زيتما يمحلول بر رو CEAاثر  يابيارز يبرا

C2C12 ـفعال يريگ ما از اندازه يائيميوشيدر سطح ب   ميآنـز  تي
در  زيدر حـال تمـا   يهـا  سلول تيزيدر لا) CK( نازيك نيكرات
 يدارا افتـه ي زيتمـا  يهـا  سلول. ميمختلف استفاده كرد طيشرا
از  زيتمــا 5در روز . هســتند ميآنــز نيــاز ا يبــالاتر تيــفعال

طـور كـه در    همـان . شد هيته تيزيها لا ها در تمام گروه سلول
) CK( نازيك نيكرات ميآنز تينشان داده شده است فعال 2شكل 

 ـ زيتما  طيكه در مح ييها در گروه سلول -LSطيعـلاوه مح ـ  هب

180 )0012/0=P( طيعلاوه مح هب زيتما طيو مح CHO   قـرار
 ييهـا  از گروه سـلول  يدار يبه طور معن) P=0002/0(داشتند 

  . تر بود قرار داشتند كم زيتما  طيكه فقط در مح

نيـازي   تنظيمي ميوژنيـك پـيش   يكه فاكتورها يجائ آن از
وه بـر  براي تمايز ميوژنيك هستند ما در شرايط آزمايش عـلا 

گيري فعاليت كـراتين كينـاز بيـان     بررسي مورفولوژي و اندازه
  هـاي مختلـف بـا اسـتفاده از تكنيـك      ميوژنين را نيز در گروه

 RT-PCR ملاحظـه   3طور كه در شـكل   همان. بررسي كرديم
هايي كه در محيط تمايز بودنـد   يز سلولتما 5گردد در روز  يم

هايي  ميوژنين داشتند در حالي كه سلول mRNAبيان بالايي از 
علاوه محـيط فاقـد سـرم     هزمان در محيط تمايز ب طور هم هكه ب

CHO  ن كمـي از ميـوژنين نشـان دادنـد امـا      قرار داشتند بيـا
-LSعلاوه محيط فاقـد سـرم    ههايي كه در محيط تمايز ب سلول

  .قرار داشتند بياني از ميوژنين ملاحظه نگرديد 180
كشـت   طيتوان گفت كه اضـافه كـردن مح ـ   يمجموع م در
 هـا در  آن زياز تمـا  C2C12 زيتمـا  طيبه مح ـ LS-180سلول 

  .كند يو بيان ژن ممانعت م يكيسطح مورفولوژ

از  ng/ml 2كه حاوي  LS-180محيط سلول + ، محيط تمايز ) Fو Eقسمت (درمان شده با محيط تمايز  C2C12عكس مربوط به سلول هاي  -1شكل
CEA ) قسمتA وB  ( و محيط تمايز بعلاوه محيط سلول هايCHO ) قسمتC وD .( فلش ها در قسمت هايD  وF سلول . ميوتيوب ها را نشان مي دهد

به  Fو  B ،Dو بزرگنمائي قسمت هاي  100 ×به صورت  Eو  A ،Cنگ آميزي شده اند و بزرگنمائي قسمت هاي ها با رنگ آميزي هماتوكسيلين و ائوزين ر
  . است 200×صورت 
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  1392هار

. ده كــرديم
ــد  ــر ش ذك
يط حـاوي    
هـاي چنـد   

كنيـد    مـي  
 بهم جوش 
فولوژيـك  

و ) Aـمت  
 CEAاوي       

C ( ملاحظه

  يهـا  سـلول 
حلــه ــه مر
هاي  شخصه

 Domeـام   
 به وجـود  

 دااش ج ده
ميكروگـرم  

هـاي   حـيط  
اثـر  . ـرديم  

ت پـس از   
نفلوئنسـي  

مـا  ).  نشده
هاي  ر گروه

ان داد كـه   
 مقايسه بـا  

. دهند ش مي
د امـا ايـن   

L )  حـاوي
 CHOشت 

 بـا گـروه    
  .دند

به، )47پياپي( 3

اســتفاد L6هــاي 
ــاي  ذ C2C12ه

وئنسـي در محـي
ه ه و بـه سـلول   

ملاحظـه Aمت  
در محيط تمايز

در سطح مور. د
L6   قسـ(كنتـرل

ـيط تمـايز حـا
BSA ) قسمتC

CE   س زيبـر تمـا
س از رســيدن بــ

يكي از مش]. 12
ختارهايي بـه نـ
ها  و الكتروليت
كنند  لايه حمايت

م 5/0- 5/1ـا   
چنـين مح و هـم  
CHO درمـان كـ
سـاعت 24ي كـه   

ي كه در زمان كا
تايج نشان داده
ز كانفلوئنسي در

نتايج ما نشـا ).6
را در Domeد 
كاهش% 71و  66

بود CEAش از 
LS-180ط كشت 

چنين محيط كش م
در مقايسـه 93/

Do را كاهش داد

، شماره 14جلد

هـ ــايز از ســلول
ــلول  ــورد س ه  م

دن به كانفلورسي
م جوش خـورده

  . يابند ايز مي
قسـم 4ر شـكل   

وز انكوبه شدن د
ها تشكيل گرديد

6هاي   بين سلول

اده شـده در محـ
Aو يا  )Bسمت 

EAژن محلـول  

پــس Caco-2اي 
[كنند   تمايز مي

ها تشكيل ساخ ن
دار مايع ت جهت
ول ازناحيه، سل

را بـ Caco-2لي 
خالص تجـاري و

Oو  LS-180ي  

در حـالتيولي،  
شده بود با حالتي

نت(سان بود  يك 
پس از 10روز ر 

6و  5شكل (يم 
BS خالص تعداد
=P ( 6به ترتيب

بيش Domeتعداد 
)2/0=p .(محيط

همو ) CEAيتر 
/7و  77رتيـب  

omeايز تشكيل

ج                  

ري بــر روي تمــ
ــه در ن ــور ك ط

ها پس از ر لاست
اسب،  به همسرم

اي ميوتيوب تما
كـه در طور همان

رو 6ها پس از  
ه دند و ميوتيوب

گونه اختلافي چ
هـاي كشـت دا 
قس() µg/ml5(ل
  . يم
ژ ياثرات آنت - ج

Cac .هــا ســلول
وئنسي شروع به

ل نهايي تمايز آن
 كه در اثر حركت

اين ن در] 12[د
ما رده سلول. ردد
خ CEAليتر  لي

هـاي ط به سـلول 
ژن بر تمايز سـلو
ن كشت اضافه ش

شده بود كاملاً ه
Dome ها را در

ف شمارش كردي
SAو  CEAوي

=006/0( كنترل 
BSA بر كاهش ت

(دار نبود  ت معني
لي نوگرم در ميلي

CEA (نيز به تر
تما 10 در روز 

                  

378 

تجــار
ــان هم
ميوبلا

س% 2
ا هسته
هم
سلول
خورد
ما هيچ
سلول
ولمحل

نكردي
ج

 co-2

كانفلو
مراحل
است
آيد مي
گر مي

در ميل
مربوط
ژ آنتي
زمانر
ضافها

تعداد
مختلف
هر دو
گروه
Aاثر 

تفاوت
نا 20

فاقد(
كنترل

                   

روتئين در لايزيـت

هـاي ژن ربوط بـه
A   محصـولRT-

ژن RT-PCRـول
RT-P مربـوط بـه

ت يافتـه در محـيط
2سـتون  . يزاسـت

هـاي ـده از سـلول
RT-PCRحصـول

C2C12هـاي   لول

LS-18 اسـت كـه
.اسـت   DNAدازه

ــا يار ــر تم زيب
CEA حلـولم

                  

 ازاي ميلي گرم پر
  . هاي مختلف روه

مر RT-PCRولات
قسـمت).  داخلـي

محصـو Bو قسمت 
PCRمحصـول   1ن 

كشـت C2C12ي  
CH  تماي 5در روز

تـام اسـتخراج شـ 
مح 3سـتون  . است
تمايز سـل 5ر روز

80فاقد سرم سـلول

ماركر اند  M.است 
 

تجــا CEAــول
 اثرات احتمـالي

                  

زيم كراتين كيناز به
در گر C2C12ي 

ز آگارز ژل محصو
mGA )يك كنتـرل

 )bp 190 (است و
mGA (ستون .است

هـاي ج شده از سلول
Oـد سـرم سـلول     

R  مربوط بهRNA

ته در محيط تمايز ا
ام استخراج شده در

محيط فا+ ط تمايز 
ng  آنتي ژنCEA

 .است) ا جفت باز

ــ ــ يت آنت ژن محل
براي بررسي ا ما

           كومش

  
  
  
  
  
  
  
  
  
فعاليت آنز .2شكل

سلولي در سلول ها
 

الكتروفورز .3شكل
APDHميوژنين و

PCR ژن ميوژنين
APDH  (bp 176

RNA تام استخراج
محـيط فاقـ+ تمايز

RT-PCRمحصول

C2C12 كشت يافت
تا RNAمربوط به

كشت يافته در محيط
g/ml 2تنها حاوي

bp (base pair  يا
 

ــرات - ب اث
م .L6 يها سلول

ك

ش
س

ش
م

R

6

A

ت
م
2

م
ك
ت
r

س
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 سيني

پـس از    10روز 
Caco   در محـيط

DM  ــلاوه  5/1بع
در  Caco-2هاي 

BS  .  قســمتD :
FB  و محيطLS-

در  Caco-2هـاي  
CH  فاقـــدCEA .

رده سـلولي   3   
ودن ر اثـر افـز  

LS    بـه محـيط
ز مهار گرديـد  

 CKو فعاليـت     
). 2شـكل  (ـد   

لي  تمـايز كـام    
چ اثـر مهـاري     
ص تجـاري و   

 LS-180  را بر
. يم بررسي كرد

A

C

E

الحس رالدين نقيب

در ر Caco-2هاي 
 A :ي هـا  سلولo-2

Caco  ــيط Mدر مح

ه سلول: Cقسمت  
SA در ميلــي ليتــر

D  10بعلاوه  %BS

CEA. E : ه سـلول
FB  و محـــيطHO

  
ـر روي تمـايز

در C2C12ـاي  
S-180هـاي   لول  

ان ميوژنين تمايز
ح بيوشـيميايي و
ي مشـاهده نشـ

L6 كـه قادرنـد
ن خـالص هـيچ

ژن خـالص ر آنتـي 
ط كشت سلول
طح مورفولوژي

اس پاكدل و فخر

ه ز كنتراست ازسلول
قسمت. Domeل 
ــلول  ــاي  س o-2ه

.تجاري CEAليتر 
ميكروگــرم 5/1ه 
DMEMدر محيط  

Eگرم در ميلي ليتر 

BS%  10بعـــلاوه 

  .است 

گيري تيجه
بـ CEAژن  آنتي

هـ سـلول   چه در
حيط كشـت سـل
مورفولوژي و بيا
وقتـي در سـطح
شد هيچ اثر مهاري

6هـاي   ب سلول

ژ ررسي اثرآنتـي 
ما اثر). 4شكل (

 موجود در محيط
 Caco-2 در سط

B

D

عبا                

  
  
  
  
  
  
  
  

تصوير فاز  .6شكل
انفلوئنسي و تشكيل

DM.   قســمتB :
يكروگرم در ميلي ل

بعــلاوه DMحــيط
Caco-2هاي  سلول

نانوگ 20حاوي  18
ب DMEMحـــيط
100× نمايي  زرگ

بحث و نت
ارزيابي اثر آ
شان داد كه اگر

از مح قادير كمي
مايز، در سطح م

اما و) 3و 1شكل
زمايش انجام شد

چنين با انتخاب هم
و براشته باشند 

(لاحظه نگرديد 
ژن چنين آنتي هم

هاي مايز سلول
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L  و
ـطح

حاوي
آنتـي
ط بـه
خوبي
وز در
ـمت
ـاوي

 دوم، 
كوپي
پ فاز

عـداد
ي بـا

 
 
 
 
ش
كا

M

مي
مح
س
0

مح
بز
 
 

نش
مق
تم
ش(
آز
هم
دا
ملا
هم
تم

A 

B 

C 

...   مايز سلولي

S-180هـاي   ول

نفلوئنسـي از سـ

ده با محيط تمايز ح
محيط تمايز فاقـد آ

A  :عكـس مربـوط
در محيط تمايز به خ

L6    رو 6اسـت كـه
قسـ. ت داده شده اند

ر محـيط تمـايز حـ
هـاي اول و رديـف

هـاي ميكروسـك ـه
ر زير ميكروسكوپ

تع. Caco-2هـاي   ت
مينـه ميكروسـكوپي

A

B

C

محلول بر تما   ك

 با محـيط سـلو
كانف 10د از روز

درمان شد L6هاي
كه در م L6كنترل 
Aقسـمت  . داشـتند

روز قرار گرفتن د 6
6به  سـلول هـاي

كشت CEAتي ژن
روز در 6سـت كـه

ر .ت داده شـده انـد
وه خـاص در زمينـ

در 200×  نمايي  گ

 تمـايز كلونوسـيت
زم 3ش در حـداقل

  .حيط تمايز است

ككارسينوامبريوني

كه Caco-2ي 
ن شده بودند بعد

  . كنده شدند

ه س مربوط به سلول
BS هاي ك و  سلول

C   وBSA  قـرار د
L  6است كه پس از
مربوط ب Bقسمت  

آنت  µg/ml5حاوي  
اس L6سلول هـاي  

كشت   BSAوتئين 
رفته شده يك گـرو

تصاوير با بزرگ. شد
  . ه شده است

بـر CEAنتي ژن 
ميانگين از شـمارش

مح  DM .است 10

ژن ك اثر آنتي

 

ها سلول
CHO درمان

ك پليت كشت
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

عكس .4شكل 
CEA  و ياA

CEAهاي  ژن

L6هاي  سلول

.اند تمايز يافته
محيط تمايز ح

C مربوط به  س
µg/ml 5 پرو

عكس هاي گر
باش متفاوت مي

كنتراست گرفته
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

اثر آن .5شكل 
Dome يك م
0نمايي  بزرگ
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روي  ژن داراي اثـر مهـاري بـر    در اين سلول هر دو منبع آنتي
هاي كنترل نيز ديده شد  ند اما اين اثر مهاري در گروهبودتمايز 

  ).6و  5شكل (
هـايي كـه در انجـام آزمايشـات بـا آن       يكي از محدوديت

در مراحـل ابتـدايي مـا فقـط     . دمواجه بوديم نـوع سـلول بـو   
 ـ را در اختيار داشتيم و Caco-2و  C2C12هاي  سلول دليـل   هب
كامـل تمـايز    ايط تمايز بـه طـور  در شر C2C12  كه سلول  اين
يابـد از   كه به طـور كامـل تمـايز مـي     L6سلول ] 19[يابد  نمي

نشـان   كارانش قـبلاً  و هم Eidelman. خارج از كشور تهيه شد
هايي كه به خوبي تمـايز   در سلول CEAدادند كه بيان بالاي   

هـا   آن هاي موش صـحرايي، از تمـايز   يابند مثل ميوبلاست مي
ژن مـورد   محدوديت ديگر نوع آنتـي ].  11[ند ك جلوگيري مي

ژن بـا چـه    در نوع تجاري، مشخص نبود كه آنتي. بود استفاده
. روشي تهيه شده است و از نظر ساختماني چه مشخصاتي دارد

بـه   GPIاز طريـق يـك لنگـر     CEAژن  يدر حالت عادي آنت
شواهدي در دست است كه نشان . دگرد غشاء سلول متصل مي

سـازي   باعـث آزاد  GPI-PLDنام  هزيم بيك آن دهد احتمالاً مي
 ـ]. 20[گـردد   ژن از غشاء مي آنتي  دليـل مشـكلات مـالي و    هب

ژن از محـيط كشـت    محدوديت زماني امكـان تخلـيص آنتـي   
ا بـا همـين آزمايشـات سـاده و     ام. ها نيز وجود نداشت سلول
  . هزينه توانستيم تا حدود زيادي به فرضيه خود پاسخ دهيم كم

هـا   ميوبلاسـت  هـا و  وع تمايز كلونوسيتمكانيزم دقيق شر
ها بايـد   ن نشده است اما براي تمايز، سلولهنوز به خوبي روش

در تمايز يك سري فاكتورهاي . از سيكل سلولي خارج گردند
سـلول و   -محيطي مثل فاكتورهاي محلـول، تعـاملات سـلول   

مطالعات ]. 21[ماتريكس خارج سلولي دخالت دارند  -سلول
بـا مهـار تمـايز     CEAپيشين نشان داده است كه بيـان بـالاي   

ي ن اسـكلت سـلولي باعـث تومـورزاي    سلولي و به هـم ريخـت  
كـارانش اثبـات كردنـد كـه      و هم Levy]. 22,11،23[شود  مي

هـاي   هـا در رونـد تمـايز سـلول     انتقال پيام از طريق اينتگرين
Caco-2  24[نقش دارند .[Ordonez كارانش نشان دادند  و هم

تعـاملات   Caco-2و  L6هاي  در سلول CEAافزايش بيان  كه
 ـ  α5β1 اينتگرين بين فيبرونكتين و ]. 22[دهـد   يرا افـزايش م

Osses   مـاتريكس خـارج    -نشان داد كه تعاملات اينتگـرين
ي ماهيچـه اسـكلتي فـاكتور ضـروري     سلولي براي تمايز نهـاي 

آوري شده از سـلول   جايي كه محيط جمع از آن]. 21[باشد  مي
LS-180  وCHO  علاوه برCEA هاي ديگري  حاوي پروتئين
ي داراي تـوالي  هـا  تورهاي رشد، فيبرونكتين، پروتئينمثل فاك
RGD باشد بنابراين  مي ....گردند و ها متصل مي كه به اينتگرين
 CEAوقتـي مـا   . ربـط داد  CEAتـوان فقـط بـه     ا نمينتايج ر

اضـافه   Caco-2و  L6هـاي   تجاري را به محيط تمـايز سـلول  
 L6 به كار رفته در سـلول  CEAكه غلظت  رغم اين كرديم علي

بـود امـا    Caco-2برابر مقدار استفاده شده در سلول  3بيش از 
 L6گـروه تسـت و كنتـرل     بر خلاف آن هيچ اثـر مهـاري در  

مكانيسم مولكولي دقيـق ايـن تفـاوت    ). 4شكل (مشاهده نشد 
ممكن است مربوط به الگوي بيان متفاوت خانواده اينتگرين در 

ين الگوهـاي اختصاصـي اينتگـر   . شـد لايـن سـلولي با   2اين 
ارج سلولي باشـد  كننده سوبستراي ماتريكس خ تواند تعيين مي

  ].25[گردد  كه به آن متصل مي
گيري  طور نتيجه توان اين مي دست آمده هبا توجه به نتايج ب

 ـ محلول اثر قابـل ملاحظـه   CEAژن  كرد كه آنتي ر تمـايز  اي ب
گـردد از   گيـري قطعـي پيشـنهاد مـي     براي نتيجه. سلولي ندارد

 LS-180محيط كشت سـلول   الص استخراج شده ازژن خ آنتي
بر تمايز بهتر است  CEAچنين در بررسي اثر  هم. استفاده گردد

جهـش   CEAژن  بـا  ي استفاده گردد كه قبلاً L6هاي  از سلول
قادر  CEAاند و پروتئين  طور پايدار ترانسفكت شده هاي ب يافته

 ـ آزاد داخـل محـيط كشـت     هبه اتصال به غشاء سلول نبوده و ب
  .گردد مي

  تشكر و قدرداني
در عباس پاكـدل   Ph.Dاين تحقيق بر گرفته از پايان نامه 

بـدين وسـيله از زحمـات گـروه     . رشته بيوشيمي باليني اسـت 
بيوشيمي  دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي شيراز تشكر 

  .گردد مي
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Introduction: Carcinoembryonic antigen (CEA), a glycophosphatidyl inositol (GPI) anchored 

glycoprotein, is over-expressed in various cancers, including colorectal carcinomas. Inhibition of cell 
differentiation can cause cancer. Previous studies show transfection and over-expression of CEA gene in 
myoblasts or colonocytes leads to inhibition of cell differentiation. We investigated whether soluble CEA 
has a role in inhibition of cell differentiation. 

Materials and Methods: Monolayer cultures of L6, C2C12, Caco-2 and CHO cell lines were grown in 
dulbecco's modification of eagle's medium (DMEM) containing 10% fetal bovine serum (FBS). For 
differentiation induction C2C12 and L6 cell lines media, was changed to DMEM containing 2% horse 
serum. CEA concentration was measured in harvested media by ELISA assay. H&E staining, CK assay and 
RT-PCR for myogenin gene were used for C2C12 differentiation experiments.  

Results: The results showed although commercial pure CEA and LS-180 conditioned media (contain 
high level of CEA) have inhibitory effects on Caco-2 differentiation, but it can also inhibit differentiation of 
control groups. We observed the effect of high concentration of CEA (5μg/ml) on L6 differentiation is 
identical with the effect of BSA as control. C2C12 differentiation was inhibited in response to LS-180 
conditioned media at morphological level and myogenin expression.  CK activity was significantly lower in 
LS-180 conditioned media (P= 0.0012) and CHO (P= 0.0002) conditioned media groups in comparison to 
control group. 

Conclusion: Our finding shows soluble CEA antigen did not have a significant effect on cell 
differentiation. 

 
Keywords: Carcinoembryonic antigen, Colorectal neoplasms, Myogenin 
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