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Abstract 
Introduction: Colon cancer is known as one of the most current cancers in the world 
and Iran that high percentage of deadly caners in the world is related to colon cancer. 
The use of new method to treat and control of colon cancer in developed societies 
are on rise. Ozone is used as the new and effective method to treat of different 
diseases, infections and scars. In this study, the effects of different doses of ozone 
were investigated on the expression of HIF-I and β-catenin genes in the colon tissue 
of mice with colon cancer. 
Method: This study was performed on 35 male Balb/c mice in 5 groups. One group 
was randomly considered as healthy group and in the rest of the mice colon cancer 
was induced using Azoxymethane/dextran sodium sulfate (AOM-DSS). One group 
was not treated and the other three groups were treated with 10, 20 and 40 µg/ml 
doses of O3, respectively. Then colon tissue was prepared and the change of the 
expression in HIF-I and β-catenin genes was investigated using Real-time PCR. 
Results: Treatment with AOM-DSS dramatically increased the expression of HIF-I 
and β-catenin genes in comparison to the healthy group (P < 0.001), while ozone 
decreased the expression of these genes in a dose-dependent manner (P < 0.001). 
Conclusion: Ozone in a specific dose has a therapeutic effect on colon cancer and 
can be used as a substantial method for colon cancer treatment. 
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 يهاموش کولون بافت در HIF-I و β-catenin يهاژن بیان بر ازون مختلف يهاغلظت اثر

BALB/c سولفات میمتان/دکستران سد یآزوکس با شده تیمار 
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 چکیده
 مـوارد از بـالایی درصـد که باشدیم و جهان ایـران در گـوارش دسـتگاه يهاسرطان شـایعترین از یکـی کولـون سرطان: مقدمه
و  درمـان جهـت جدیـد يهاروش از اسـتفاده. دهدیم اختصـاص خـود به جهان سرتاسر در سـرطان را اثـر بـر مـرگ بـه منجـر

 از اسـتفاده جدیـد درمـانی يهاروش از یکــی. اســت افــزایش حــال در پیشــرفته جوامــع در ســرطان نــوع ایــن کنتــرل
 خـوبی بـه آن اثربخشـی و اسـت گرفتـه قـرار اسـتفاده مـورد مختلف يهايماریب و هازخم ،هاعفونت درمـان در کـه اسـت ازون گـاز

 يهـاژن بیـان بـر ازون گـاز مختلـف يهاغلظت اثـر بررسـی مطالعـه از ایـن هـدف. اسـت شـده اثبـات
 β-catenin و HIF-I بود کولون سرطان به مبتلا يهاموش کولون بافت در. 

 سالم گروه عنوان به تصادفی طور به گروه یک. شد انجام گروه 5 در BALB/c نژاد نر موش سر 35 روي بر مطالعه این :کار روش
. شدند مبتلا کولون سرطان به )AOM-DSS( سولفات میمتان/دکستران سد  یآزوکس از استفاده با هاموش بقیه و شد گرفته درنظر

 .شدند تیمار ازون لیتر میلی بر میکروگرم 40 و 10،20 يدوزها با ترتیب به هم دیگر گروه سه و نگرفت قرار تیماري تحت گروه یک
 بررسی مورد Real-time PCR روش توسط بافت در HIF-Ιو  β-catenin يهاژن بیان تغییرات و شد تهیه کولون بافت سپس

 .گرفت قرار
 طـور بـه سالم گـروه بـه نسـبت کولــون بافــت در را β-catenin و HIF-1 يهاژن بیــان AOM-DSS با تیمار :هایافته

 001/0( شـد ژنها ایـن بیـان در چشـمگیر کـاهش باعـث دوز بـه وابسـته صـورت بـه ازون و )P > 001/0( داد افـزایش يچشـمگیر
< P(. 

 درمان در درمانی حل راه یک عنوان به تواندیم و دارد کولـون سـرطان بـر درمـانی اثـر خـاص يدوزهـا در ازون :گیري نتیجه
 .شود گرفته کار به کولون سرطان

 :کلیدي واژگان
 ازون

 متان آزوکسی
 کولون سرطان
HIF-I 

β-catenin 
 دانشگاه براي نشر حقوق تمامی

 شمالی خراسان پزشکی علوم
 .است محفوظ

مقدمه
عامل اصلی مرگ و میر در کشورهاي توسعه یافته و  نیتریاصلسرطان 

. ]1[ است توسعه در حال يشورهاک در یانسان ریو م مرگ عامل نیدوم
 مهار يهاگنالیس به تیحساس عدم ،یرسلولیثکت در بودن فاک خود

 تهاجم وژنز،یآنژ وقوع ر،یثکت ییتوانا در تیعدم محدود رشد، نندهک
 در باً یتقر هک باشندیم یکیولوژیزیف راتییتغ جمله از متاستاز و یبافت

در واقع سرطان یک بیماري  شوندیم افتی یانسان يتومورها انواع یتمام
 پس ایران در . سرطان]2[ هاستجهشژنتیکی است که حاصل تجمع 

 شمار به علت مرگ ومیر سومین سوانح، و عروقی - قلبی از بیماریهاي
. سرطان کولون سومین سرطان شایع در بین مردان و ]3, 1[ دیآیم

عوامل خطر مختلفی  .]4[ باشدیمدومین سرطان شایع در میان زنان 
به افزایش  توانیمعوامل  جمله از این شودیمباعث بروز سرطان کولون 

سن، سابقه فردي پولیپ آدنوماتوز، سابقه بیماري التهابی روده، سابقه 
لورکتال یا پولیپ آدنوماتوز، رژیم غذایی پرچرب و وخانوادگی سرطان ک

گوشت قرمز، چاقی، مصرف دخانیات، الکل و عدم فعالیت فیزیکی را نام 
 .]5[ برد

 خود یارث نوع .شودیم میتقس یرارثیغ و یارث نوع دو به کولونسرطان 
 Hereditary Non Polyposis Colorectalطان نوع سر دو شامل

Cancer HNPCC)  (و Familial Adenomatous Polyposis 
)(FAP یارث درصد 20و  یرارثیغ موارد درصد 80 باًیتقر .باشدیم 

انسانی و حیوانی  يتومورها در گوناگونی يمسیرها. ]7, 6[ هستند
به منظور  مسیرها این بررسی و کلینیکی شناخت که دارند شرکت
 از بعضی چرا که .است اهمیت حائز بسیار سرطان درمان و يجلوگیر

 پژوهشیمقاله 
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 1401 تابستان ،2 شماره ،14 دوره ،شمالیعلوم پزشکی خراسان دانشگاه  مجله

از  بنیادي سرطانی يهاسلول به مربوط يپردازشها تمام در مسیرها این
 دارند شرکت نشده گسترش کنترل و تمایز ،يخودنوساز جمله، توانایی

 قابل کلینیکی بخش در مسیرها این يهامهارکنندهشناخت  بنابراین و
 .]8[ توجه است

شد. این گاز  کشف 19است که در اواسط قرن  3O ازون گازي با فرمول
اکسیژن در یک ساختار ناپایدار تشکیل شده و بدون رنگ،  اتمسهاز 

. ساختار پایه باشدیمجامد و یا مایع، انفجاري سوزش آور و در حالت 
. میزان کندیممحافظت  UV ازون از انسان در برابر اثرات زیانبار پرتو

است که این غلظت با شرایط زندگی سازگار  µg/ml 20 ازون در زمین
. اگرچه گاز ازون داراي اثرات خطرناکی است، اما بسیاري از باشدیم

. ]9[ باشدیممحققان معتقدند که داراي اثرات درمانی بسیار وسیع نیز 
 باشدیمازون داراي قابلیت شگرفی در جهت اکسیداسیون ترکیبات آلی 

 . اثر سمی آن بر روي سیستم تنفسی به خوبی شناخته شده است]10[
 يهابخشطرفداران استفاده از این گاز در پزشکی معتقدند که در  ]11[

 ؤثرمتکمیلی بسیار  يهادرماندندان پزشکی، کاهش کلسترول خون و 
و ضدعفونی  هازخم، هاعفونتاین گاز جهت درمان  .]12, 1[ باشدیم

ازون ابتدا دراوایل قرن  ]13[ کردن آّب آشامیدنی استفاده شده است
هانی نگ جدر پزشکی به کار گرفته شد و براي اولین بار در ج بیستم

قاریا استفاده شد. پس از جنگ در نناشی از قا زخم براي درمان اول
زخم هپاتیت آرتریت روماتوئید فتق دیسک  میترمزخمضدعفونی کردن 

استفاده شد ازون تراپی به تدریج به دلیل  کمر سکته مغزي و سرطان
مدرن پذیرفته شده  به عنوان یک درمان بهاي اندك ایمنی سادگی و

در استفاده از ازون باید احتیاط لازم را به عمل آورد  البته ]14[است 
یمبه دلیل قدرت اکسید کنندگی که دارد  زیرا همانظور که اشاره شد

مختلف از جمله سیستم تنفسی  يهاستمیساثرات سمی بر  تواند
 بگذارد.

سما به سرعت به فرم احیاء پراکسید هیدروژن از آنجا که ازون در پلا
اثرات درمانی ازون را به پراکسید هیدروژن نسبت  توانیم، دیآیمدر 
سرطانی به پراکسید  يهاسلولکه  دهدیممطالعات مختلف نشان  .داد

و سبب القاي آپوپتوزیس و مرگ در  باشندیمهیدروژن بسیار حساس 
 .]18-15[ شودیمسرطانی  يهاسلول

β-catenin  به عنوان یک شاخص مهم در پیش بینی و تشخیص
. این پروتئین داراي نقش پیام رسانی ]19[ رودیمسرطان کولون بکار 

عامل مهمی در تومور زایی و سرطان کولون  تواندیمداخلی است و 
براي رشد و نمو  Wnt / β -Catenin باشد.. مسیر پیام رسانی

مختلف در جانوران پر سلولی لازم و ضروري است. فعالیت  يهابافت
موجب سرطان به خصوص  Wnt / β -Catenin نامناسب کمپلکس
مجري مرکزي این مسیر است.  β-catenin. شودیمسرطان کلورکتال 

-Wnt ،β تلیال مشخص شده است که در حضوراپی يهاسلولدر 
catenin  کندیمدر هسته سلول تجمع پیدا .β-catenin  در هسته به

 Wnt  هدف مسیر يهاژنمتصل شده و بیان  TCF یسیرونوفاکتور 
در  β-catenin  نباشد Wnt ، در صورتی کهدهدیمرا افزایش 

 شودیم تخریب سیتوپلاسم یوبیکویتینه شده و به وسیله پروتئازوم
]20-22[. 

 Hypoxia-Inducible ژن دیگري به نام β-catenin علاوه بر
Factor 1-alpha (HIF-Ια)   يهابافتنیز نقش بسیار مهمی در 

سه ایزوفرم دارد  HIF  توموري و پیشرفت آن در پستانداران دارد.

)HIF-I ،HIF-II  وHIF-IIIکه هر کدام از دو زیر واحد ،( α و β 
لیت و . فعاشودیمبه طور دائم بیان   HIF-Ι β .اندشدهتشکیل 
با استفاده از فسفوریلاسیون، استیلاسیون و    HIF-Ιαپایداري

  HIFهدف  يهاژن. ]23[ گرددیمهیدروکسیلاسیون تنظیم 
که در بیولوژي تومور مانند انتقال اکسیژن،  کنندیمرا کد  ییهانیپروتئ

متابولیسم آهن، گلیکولیز، انتقال گلوکز، رگزایی، تکثیر سلولی، تهاجم 
ناپایدار   HIF-1αو متاستاز دخیل هستند. در شرایط اکسیژن نرمال،

 شودیماست ولی در شرایط هیپوکسی هیدروکسیلاسیون پرولین مهار 
دایمر  HIF-1β پایدار با واحد HIF-1α .شودیم HIF-1α و باعث ثبات

یممتصل  HRE و به شودیمشده و از سیتوپلاسم به هسته منتقل 
سلولی هومئوستاز  يهانهیزمدر   HIF-Ιدر پستانداران .]25, 24[ شود

به عنوان  HIF-Ι .کندیمو سیستمی اکسیژن نقش بسیار مهمی ایفا 
تنظیم کننده اکسیژن و در پاسخ به تغییرات اکسیژن دچار تغییر 

پروتئین مختلف از  60رونویسی بیش از  HIF-Ι . شودیمساختاري 
و  vascular endothelial growth factor (VEGF) قبیل

پروتئینی میزان دسترسی  يهافرآورده. این کندیماریتروپوئتین را القاء 
. افزایش دسترسی به دهدیمبه اکسیژن را به شکل معناداري افزایش 

اکسیژن از طریق ارتقاء میزان اریتروپوئیسیس ها و آنژیوژنسیس ها 
 دخیل در انتقال يهاژن. اتفاقات ذکر شده سبب فعالیت ردیگیمانجام 

 .]27, 26[ گرددیمگلوکز و فرآیند متابولیسم 
مطالعه پاتوژنز مولکولی و روشهاي پیشگیري و درمانی سرطان از  براي
 (AOM( متان. آزوکسی شودیم استفاده حیوانی مختلفی يهامدل

ت که براي بررسی مکانسیم سرطان کولون یک کارسینوژن قوي اس
. تزریق درون صفاقی آزوکسی متان شودیماسپورادیک انسانی استفاده 

در قسمت دیستال کولون  مخصوصاً سببب شیوع بالاي سرطان کولون 
این ماده به خوبی مدل انسانی  شودیم در جوندگانی مثل موش و رت

. فعال شدن مسیرهاي مختلفی براي ایجاد کندیمدر جوندگان را تقلید 
ز اد شده است اسرطان کولون توسط آزوکسی متان در جوندگان پیشنه

، با این وجود هنوز توضیح واحدي TGFβ و K-ras, β-cateninجمله 
سبب نفوذ  DSS. ]28[براي چگونگی ایجاد این مدل وجود ندارد 

یمسلولهاي التهابی به مخاط پروپیا زخمی شدن روده و اسهال خونی 
. این ماده بستر اپیتلیالی کولون را تخریب کرده و سبب کولیت شود

شدید و ضایعات نئوپلاژي شبه کولیت زخم دهنده در کولون دیستال 
 .]29[ شودیم

براي ایجاد سرطان کولون و از  DSS حقیق از آزوکسی متان ودر این ت
 .جهت کنترل سرطان کولون استفاده شد ل اثر بخشی،گاز ازون به دلی

دو ژن مهم دخیل در ایجاد و  HIF-Ιو  β-cateninاز آن جهت که 
اهداف درمانی مناسبی  توانندیمو  باشندیممتاستاز سرطان کلورکتال 

 اضر بر روي اینبراي درمان سرطان کلورکتال محسوب شوند. تحقیق ح
که اثرات دوزهاي  يامطالعهمتمرکز شده است. از آنجایی که هیچ  هاژن

در بافت کولون  β-cateninو  HIF-Ι يهاژنمختلف ازون در بیان 
مبتلا به سرطان کولون را بررسی کرده باشد، در دسترس  يهاموش

 قرار گرفته است. نیست در این مطالعه این اثرات مورد بررسی

 کارروش 

 حیوانات
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 7گرم و سن  20-30با وزن بین  BALB/cسوري نر نژاد  يهاموش
هفته قبل از  1هفته از دانشگاه علوم پزشکی بقیه االله (عج) خریداري و 

شروع آزمایش جهت سازگاري نگهداري گردید. حیوانات در دماي اتاق 
درصد و در چرخه تاریکی و  60تا  50) با رطوبت نسبی 25 ± 2(

ساعته قرار گرفتند. دستورالعمل مراقبت و استفاده از  12روشنایی 
حیوانات آزمایشگاهی در تمامی مراحل انجام این مطالعه بر بر طبق 

رعایت شد. این تحقیق داراي کد اخلاق به شماره  NIHدستورالعمل 
IR.BMSU.REC.1398.069  یمدانشگاه علوم پزشکی بقیه االله از

 .باشد

 طراحی مطالعه
تایی موش تقسیم  7گروه  5حیوانات پس از توزین به طور تصادفی به 

 شدند:
 )DSSگروه سالم (بدون تیمار با آزوکسی متان و -1
 DSSگروه تیمار شده با آزوکسی متان و -2
 غلظت با O3O/2مخلوط  + DSSگروه تیمار شده با آزوکسی متان و -3

µg/ml10 
 با غلظت O3O/2مخلوط  + DSSگروه تیمار شده با آزوکسی متان و -4

µg/ml20 
 با غلظت O3O/2مخلوط  +  DSSگروه تیمار شده با آزوکسی متان و-5

µg/ml40 
، Sigma Aldrichآزوکسی متان ( 5الی  2 يهاگروهحیوانات در  

ک بار و به ی ياهفته، mg/kg 10 آمریکا) به صورت زیر جلدي با دوز
و سپس یک هفته بعد از دریافت آخرین  ,افت نمودندیهفته در 3مدت 

درصد نمک  1هفته توسط آبی که حاوي  3به مدت  دوز آزوکسی متان
DSS )،دکستران سدیم سولفات Sigma Aldrich(بود تیمار  ، آمریکا
میلی  2دوم  نوژن، گروهیارسکق ی، پس از ایجاد مدل با تزر]30[ شدند
هر دو روز یکبار به مدت سه هفته با دوزهاي  5تا  3 يهاگروهو   2O.لیتر

میلی لیتر به ازاي هر کیلوگرم وزن بدن بصورت  80مذکور اوزن با دوز 
 هاموشروز پس از آخرین درمان،  10صورت داخل صفاقی درمان شدند.
میلی  3/2و  5/0 (به ترتیب نیلازیزابا تزریق درون صفاقی کتامین/ 

درصد  70 سپس با اتانول ,بدن) بیهوش شدند گرم در هر کیلوگرم وزن
پس س ،ی نمایان شودمکاستریل و برش داده شد تا حفره ش شکم حیوان

) سرد PBSکولون از روده کوچک جدا شد و در محلول بافر فسفات (
تعداد تومور مورد بررسی قرار گرفتند. سپس در  شسته شدند و از نظر

 C80°) سریعاً منجمد و تا زمان انجام آزمایش در –C180°ازت مایع (
 نگهداري شدند. –

 Ozon therapie apparaat)براي تولید ازون از دستگاه ازون ساز 
Medozon Compact, Medical art Co, HAB 16630 

 3درصد اکسیژن و  97که مخلوط گازي با  استفاده شد (16632/
 .کردیمدرصد ازون تولید 

 ولونتشخیص سرطان ک
به صورت هفتگی از نظر خونریزي رکتال مورد بررسی قرار  هاموشهمه 

روده آنها از نظر امکان  کشته شدند و هاموشگرفتند. در انتهاي مطالعه 
که به شکل  و تعداد تومورها وجود تومور مورد بررسی قرار گرفت

برآمدگیهایی قابل مشاهده بودند، گزارش گردید. تشخیص تومور توسط 
 متخصص پاتولوژي انجام گرفت.یک 

 Real time PCRتام و انجام  RNAاستخراج 
تمامی کولون جدا شده در زیر جریانی از ازت مایع، درون هاون چینی  

از بافت کولون پودر  mg 50استریل شده به صورت پودر درآمد. حدود 
مراحل  مورد استفاده قرار گرفت. RNAتوتال  براي استخراج شده

 -1 به صورت خلاصه شامل مراحل زیر بود. RNAتوتال  استخراج
میلی گرم  50آمریکا) به  Trizol ),Invitrogenافزودن یک میلی لیتر 

و انجام سانتریفیوژ  میکرولیتر کلروفرم 250افزودن  -2از نمونه بافتی. 
 -3در دقیقه  دور 12000 و دور C 4°دقیقه در دماي 15به مدت 

اضافه  -4به یک میکروتیوب  Total RNAانتقال فاز رویی حاوي 
با ساتریفیوژ  RNAرسوب  -Total RNA 5 کردن ایزوپروپانول به

عمل شستشو با  -6 دور در دقیقه 1400و دور  C 4°کردن در دماي 
 DEPCآب تیمار شده با  µl 50 افزودن -7و خشک کردن  %70الکل 

 درجه سانتیگراد. -80نگهداري در  -8به میکروتیوب 
 QuantiTect Rev trnscriptase کیت cDNAساخت  جهت

)Qiagen يمرهایپرا، آمریکا) مورد استفاده قرار گرفت. دراین کیت از 
Oligo dT و Random hexamer  به طور همزمان استفاده شده که

. گرددیمتام  RNAاز  cDNA سنتزاین امر سبب افزایش کارائی در 
 می بر روي یخ آماده شد،ژنو DNAبر اساس دستورالعمل معرف حذف 

 gDNA Wipeout bufferمیکرولیتر از معرف  2به این صورت که 
7X  میکروگرم از  1میکرولیتر) (با حجم معادلRNA  توتال مخلوط

میکرولیتر رسانده شد،  14حجم به  RNase free waterبا  گردید و
انکوبه  C 42˚ دقیقه در دماي 2سپس محتویات میکروتیوب به مدت 

میکرولیتر  1 روي یخ نگه داري شد. سپس بر روي یخ "عاًیسرگردید و 
 RT میکرولیتر از Quanti script reverse transcriptase، 1از 

primer mix  میکرولیتر از  4وQuanti script RT buffer  به
میکرولیتر برسد. محتویات  20میکروتیوب اضافه شد تا حجم نهایی به 

ساخته  cDNAانکوبه گردید تا  C 42˚دقیقه در دماي  15ب میکروتیو
 Quanti میآنزانکوبه شد تا  C 95˚ دقیقه در دماي 3به مدت  شد و

script reverse transcriptase  محصول  تاًینهاغیر فعال گردید و
ذخیره  Real timePCRتا زمان انجام  -C 20˚تولید شده در دماي 

 شد.
، با استفاده از پرایمرهاي cDNAانجام سنتز  دییتأدر انتها، جهت 

انجام شد. در این  PCRمورد مطالعه یک مرحله،  يهاژناختصاصی 
 دانمارك ،Master mix Syber Green Ampliqon (مطالعه از کیت

 10به طور خلاصه  استفاده شد. Real time PCRانجام  يبرا(
میکرولیتر از هر  1و  cDNAمیکرولیتر  1میکرولیتر از مستر میکس با 

میکرولیتر آب دیونیزه  7و  reverseو  forwardکدام از پرایمرهاي 
 Real time PCR ترموسیکلر مخلوط گردید و سپس در دستگاه

Thermocycler) RG-6000 Corbbet، برنامه  طبق) استرالیا
درجه و  95در دماي  ياقهیدق 15 سیکل کی دمایی زیر قرار داده شد.

درجه  60و  95به ترتیب در دماي  ياهیثان 60 و 15سیکل  40
 .سلسیوس

نشان داده شده است.  1جدول توالی پرایمر هاي مورد استفاده در 
طراحی شدند  genscript real time taqmanپرایمر ها توسط برنامه 

 oligoبلاست شدند همچنین با استفاده از نرم افزار  NCBIو سپس در 
 از نظر تشکیل لوپ و دایمر آنالیزشدند.
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نسبت به ژن مرجع در حالات مختلف سالم،  بیان نسبی ژنهاي هدف
 .]31[ بیان شد   ΔCt–2کنترل و تیمار شده، با فرمول

 هادادهتحلیل 
صورت پذیرفت و  SPSS 18.0با استفاده از نرم افزار  يمحاسبات آمار

) ارائه شدند. S.D(ار یانحراف مع±ن یانگیبصورت م یمکاطلاعات 

 آزمونله یبه وس یمک يرهایمتغ يبرا یعیع طبیه توزیفرض
Kolmogorov-Smirnov ج یسه نتایمقا يبرا .شد یابیارز

 One-way ANOVA ومختلف از تست  يهاگروهن یب یشگاهیآزما
استفاده شد. سطح  Post HocTurkey multiple comparison و

در نظر گرفته شد.  P<0.05دار بودن در  یمعن

 
 مورد بررسی يهاژنتوالی پرایمرهاي  .1 جدول

Name  /Primers Sequences 5'--> 3' Amplicon size (bp) 

HIF-1  214 bp 
Forward 5' CACAGGACAGTACAGGATGCTT 3'  
Reverse 5' CGTGCTGAATAATACCACTTACAACAT 3'  

B-catenin  208 bp 
Forward 5' CTAAGCAGGAAGGGATGGAAGG 3'  
Reverse 5' GATGGCAGGCTCAGTGATGTC 3'  

β-actin  154 bp 
Forward 5' GGCTGTATTCCCCTCCATCG 3'  
Reverse 5' CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 3'  

 
 در مقادیر مختلف ازون β-catenin ،HIF-1αبررسی میزان تغییر در بیان ژن . 2جدول 

 AOM-DSSتغییر مقادیر میزان بیان در ژن بر حسب مقادیر مختلف ازون نسبت به گروه  ژن

 میکرو گرم برمیلی لیتر 40 میکرو گرم بر میلی لیتر 20 گرم بر میلی لیتر کرویم 10
β-catenin 1/1 برابرکاهش 68/4 ***برابر کاهش 39/2 برابر کاهش*** 

HIF-1α 51/1 برابر کاهش 8 ***برابر کاهش 06/3 ***برابر کاهش*** 
*** 001/0P< 

 

 
 مورد مطالعه. يهاگروهدر  HIF-1αبیان نسبی ژن  .1شکل 

AOM= Azoxymethane; AOM+10= Azoxymethane+ 10µg/ml ozone; AOM+20= Azoxymethane+ 20µg/ml ozone; AOM+40= Azoxymethane+ 
40µg/ml ozone 

001/0P<*** .نسبت به همه گرو ه ها معنی دار است 
 001/0P<###  نسبت بهAOM+40 .معنی دار است 
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 مورد مطالعه يهاگروهدر  β-catenin ژن mRNA بیان نسبی .2شکل 

AOM= Azoxymethane; AOM+10= Azoxymethane+ 10µg/ml ozone; AOM+20= Azoxymethane+ 20µg/ml ozone; AOM+40= Azoxymethane+ 
40µg/ml ozone 

001/0P<***  غیر از  هاگروهنسبت به همهAOM+10 .معنی دار است 
001/0P<### همه گروهها غیر از  نسبت بهAOM نی دار است.مع 
01/0P<††  40+ گروهنسبت بهAOM معنی دار است 

 

 هاافتهی
تیمار شده با  يهاگروه AOM-DSSدر مقایسه با گروه تیمار شده با 

همه دوزهاي ازون تعداد تومور کمتري داشتند طوري که تعداد تومورها 
تیمار شده  يهاگروهو در  AOM-DSS 7±7/9در گروه تیمار شده با 

 ،33/3±2میکرو گرم بر میلی لیتر به ترتیب  40و  20 ،10با دوزهاي 
 ).˂0P /05بود (براي همه  6/2 ± 2و  5/3 ± 40/1

 HIF-1αژن  mRNAنتایج بررسی بیان نسبی 
نشان داده شده است بر طبق نتایج به دست  1شکل  همانطورکه در 

) نسبت به گروه 2(گروه AOM-DDS درگروه HIF-1آمده، بیان ژن 
در  8/4 ± 3/0) به طور چشمگیري افزایش یافته است (1سالم (گروه 

 يهاگروه( ازون) و تیمار با دوزهاي مختلف >001/0P ;1 ± 2/0 برابر
-AOMن نسبت به گروه ) باعث کاهش چشمگیر در بیان این ژ5تا  3

DDS  001/0 هاگروهشده است (براي همهP< که با  ياگونه). به
و  20،10افزایش دوز این کاهش بیشتر است. بیان این ژن در دوزهاي 

و  57/1 ± 21/0 ;17/3 ± 42/0میکروگرم بر میلی لیتر به ترتیب  40
 ختلفتیمارشده با دوزهاي م يهاگروهتمامی  . بینباشدیم 6/0 ± 1/0

 ).>001/0Pمعنا دار است ( HIF-1ازون تفاوت بیان ژن 

 β-catenin ژن mRNAنتایج بررسی بیان نسبی 
نشان داده شده است. همانطور  2شکلدر  β-cateninبیان نسبی ژن 

) 2(گروه AOM-DDS بیان این ژن در گروه  شودیمکه مشاهده 
) افزایش معناداري از نطر آماري نشان 1نسبت به گروه سالم ( گروه 

 10). تیمار با دوز >001/0P ،1±2/0در برابر  07/4±25/0(  دهدیم
) تغییر فاحشی در بیان این ژن 3میکروگرم بر میلی لیتر ازون ( گروه 

 /25در برابر  7/3±2/0( کندینمایجاد  AOM-DDSنسبت به گروه 
0± 07/4 ، 29/0P=میکروگرم بر میلی  20) اما با افزایش دوز ازون  به

میکروگرم بر میلی  40و  7/1 ± 2/0 ) بیان این ژن به4لیتر ( گروه 
که این کاهش در هر  ابدییمکاهش  87/0 ± 21/0 ) به 5لیتر ( گروه 

) از نظر آماري معنا دار 2(گروه AOM-DDSدو گروه نسبت به گروه 
).   اختلاف بیان این ژن در گروه تیمار شده با دوز >001/0Pاست (

میکروگرم بر میلی لیتر (  40)  و  4میکروگرم بر میلی لیتر ( گروه  20
  ).>01/0P( ) از لحاظ آماري معنا دار است5گروه 

در  HIF-1α و β-catenin میزان تغییر بیان ژنهاي
 تیمار شده يهاگروه

تیمار  يهاگروهدر  HIF-1α و β-catenin میزان تغییر بیان ژنهاي
-AOM) نسبت به گروه 5تا  3 يگروها(شده با دوزهاي مختلف ازون 

DDS ) شودیمآمده است. همانطور که ملاحظه  2جدول در  )2گروه 
دوز  .ابدییممورد مطالعه بیشتر کاهش  يهاژنبا افزایش دوز ازون بیان 

ینمایجاد  β-cateninمیکرو گرم بر میلی لیتر تغییري در بیان ژن  10
 بیشتر است. β-cateninنسبت به  HIF-1α. کاهش بیان ژن کند

 بحث

 ،باشدیمسرطانها در جوامع مختلف  نیترعیشاسرطان کولون یکی از 
ف مختل يهاسرطانعلاوه بر شیمی درمانی و رادیوتراپی که درمان رایج 

 ازون تراپی مثل مکمل هم يهادرمان ،باشدیمجمله سرطان کولون از 
پذیرفته و مورد استفاده قرار  ،مؤثرتوسط پزشکان به عنوان یک درمان 

 .]32, 14[ گرفته است
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β-catenin  وHIF-Ι  دو ژن مهم دخیل در ایجاد و متاستاز سرطان
، بنابراین این دو ژن اهدف درمانی مناسبی براي درمان باشندیمکولون 

ازون قرار  ریتأثبیان این ژنها تحت  ،گردندیمسرطان کولون محسوب 
ازون بر بیان ژنهاي مذکور در  ریتأثکه  يامطالعهتاکنون  اما ردیگیم

اضر ح بررسی کرده باشد در دسترس نیست لذا تحقیق سرطان کولون را
 هاآنبر روي این میزان بیان این ژنها و اثرات گاز ازون بر میزان بیان 

 در مدل حیوانی سرطان کولون متمرکز شده است.
در  β-cateninو  HIF-Ιحاضر نشان داد که بیان دو ژن  نتایج مطالعه

تیمار شده بودند نسبت به گروه سالم در  AOM-DDSگروهی که با 
که موید نقش این ژنها در ایجاد و یا  ردیگیمسطح بالایی صورت 

منجر  AOM-DDS همچنین تیمار با باشدیمپیشرفت سرطان کولون 
بیان این دو ژن  با گاز ازون، ماریت شد. هاموشبه ایجاد تومور در کولون 

مختلف  يهاغلظت . تیمار بادهدیمصورت وابسته به دوز کاهش  به را
 HIF-Ιسبب کاهش چشمگیر در بیان ژنهاي  )5تا  3 يهاگروه( ازون

) شد به استثاي 2گروه ( AOM-DDSنسبت به گروه  β-cateninو 
 نسبت به گروه β-cateninگروه سوم که علی رغم کاهش بیان در 

AOM-DDS ) بیان  دهدیم) معنادارنبود که نشان 2گروهβ-
catenin  ردیگیمقرار  ریتأثبالاتري از ازون تحت  يهاغلظتدر .

) منجر به ایجاد تومور در 2(گروه  AOM-DDSهمچنین تیمار با 
) تعداد 5تا  3مختلف ازون (گروه  يهاغلظتکولون شد و تیمار با 
ن از طریق کاهش در سطح ازو رسدیمبه نظر  تومورها را کاهش داد.

-βو  HIF-Ιبیان ژنهاي دخیل در ایجاد و یا پیشرفت سرطان مانند 
catenin  شودیمباعث از بین رفتن سلولهاي توموري. 

HIF-1  یک ژن شناخته شده در سرطان است که بیان آن تحت تیمار
اثر دوزهاي  2015و همکارانش در سال  Mary .ابدییمبا ازون کاهش 

زمانی  يهابازهدر  Hella يهاسلولازون را بر روي مرگ  مختلف گاز
ابتدا مرگ  در µg/ml 10مختلف بررسی کردند. در این تحقیق در دوز

ساعت میزان مرگ سلولی  6سلولی واضحی مشاهده نشد، ولی بعد از 
 µg/mlدرصد رسید. در دوز  8/37ساعت به  48و بعد از  درصد 2/15به 
 %5/51ساعت به  48و پس از  %5/37به مرگ سلول  24، بعد از 20

و  %41ساعت به  24مرگ سلولی پس از  µg/ml 30رسید، در دوز 
میزان مرگ  µg/ml 40 رسید و در دوز %2/74ساعت به  48پس از 

. ]27[ رسید %3/93ساعت به  48و بعد از  %76 ساعت 24سلولی بعد از 
 نتایج این مطالعه نشان داد که ازون وابسته به دوز سبب مرگ سلولهاي

Hela یمحاضر  هم راستا با نتایج تحقیق کاملاً که نتایج آن  شودیم
 .باشد
ابی گاز ازون بر روي ممانعت از رشد دیگر اثرات انتخ يامطالعهدر 

انسانی بررسی شد و مشخص گردید، به کار گرفتن  سرطان يهاسلول
واحد از ازون در هر میلیون به ترتیب، رشد  8/0 و 5/0، 3/0مقدار 
. این تحقیق دهدیمدرصد کاهش  90و  60 ،40را  سرطانی يهاسلول

دخیل در سرطان را نشان  يهاژندر سرکوب  نقش بسیار واضح ازون
که با نتایج تحقیق حاضر که روند افزایشی مقدار ازون را در  دهدیم

، مطابقت دهدیمدخیل در سرطان کولون نشان  يهاژنکاهش بیان 
 .]24[ کامل داشت

HIF-1 alpha  نرمال  يهابافتتومور نسبت به  19 تومور از 13در بین
سرطانی که میزان بیان  يهابافت، شودیمبه میزان بسیار بالایی بیان 

 يهابافتملاحظه گردیده است شامل  هاآنحداکثري این ژن در 

کولون، سینه، ریه، پوست، پانکرانس، پروستات، کلیه، تخمدان و معده 
توموري اولیه و  يهابافتدر  HIF-1 alphaبیان حداکثري  ,باشندیم

 .]34 ,33[ شودمشاهده میمتاستاتیک انسانی 
Dan Cao  بر روي بیان ژن  يامطالعه، 2009و همکارانش در سال

HIF-1 alpha  .نشان دادند که  هاآندر سرطان کولورکتال انجام دادند
یماز موارد سرطان کلون بیان  %93/54در حدود  HIF-1 alphaژن 
، بعلاوه، تومورهاي احاطه شده با ضایعات نوکروتیک سطح بیان شود

. نتایج این ]35[ را نشان دادند HIF-1 alphaبالایی از بیان پروتئین 
 باشدیمدر سرطان کولورکتال  HIF-1 alphaتحقیق بیانگر حضور ژن 

، به طوریکه باشدیمهم راستا  کاملاًکه این نتیجه با دستاورد تحقیق ما 
در تحقیق ما، بیان این ژن در سرطان کولون ملاحظه گردید و نشانگر 

 .باشدیمبیان فعال این ژن در سرطان کولون 
سندي بر سرطان کلون  تواندیم HIF-1 alphaهرچند بیان بالاي ژن 

تحت  HIF-1 alphaو ابتلاي به این عارضه باشد، ولی بیان این ژن 
گفت، این  توانیمقرار بگیرد، به عبارتی  تواندیمعوامل مختلفی  ریتأث

سطح بیان آن را در سرطان تحت  تواندیماز عواملی است که  متأثرژن 
گفت، بیان این ژن در فازهاي متفاوت  توانیمقرار دهد. لذا  ریتأث

 يامطالعه 2019در این زمینه در سال  متفاوت است. کاملاًسرطان 
همکارانش بر روي بیماران ایرانی صورت  توسط منصور ریحانه نصیري و

 HIF-1 alphaگرفت، نتایج این مطالعه نشان داد اگرچه سطح بیان ژن 
در مراحل سرطان کولورکتال حالت افزایشی داشته، اما در بررسی 

معنی دار نبود. به  هاگروهبه صورت دو به دو، افزایش میان  هاگروه
به  HIF-1 alphaعنوان کرد، بیان ژن  توانیمعبارتی دیگر اینگونه 

افزایش  3طور معنی داري در بین گروه نمونه نرمال و مرحله متاستاز +
این افزایش معنی دار  2و  1، اما در بین نمونه نرمال و مرحله ابدییم

 HIF-1به این مهم اذعان کرد که،  توانیم. در نتیجه این امر باشدینم
alpha  ان و بی ابدییمو شرایط متفاوت افزایش در مسیرهاي گوناگون

بستگی به شرایط بیمار، شکل زندگی و بسیاري  HIF-1 alphaژن 
توجیه مناسبی در راستاي نوسان در  تواندیمعوامل دیگردارد. این امر 

 .]36[ در شرایط مختلف باشد HIF-1 alphaعدم بیان ژن 
، در انواع شودیمهمانطور که در نتایج تحقیقات گوناگون نیز دیده 

یم، زمانی که بافت توموري شروع به افزایش سایز هاسرطانمختلف 
. در سرطان دیبایمنیز افزایش  HIF-1 alpha، میزان بیان ژن کند

کولون و کولورکتال نیز، مشابه با دیگر تومورهاي سرطانی سفت، با 
نیز افزایش  HIF-1 alphaهایپوکسی، میزان بیان ژن افزایش میزان 

، ولی از نظر تشخیصی در مراحل متفاوت سرطان بیان آن ممکن ابدییم
به مطالعه دیگري در این حوزه  توانیمآن  دییتأاست متفاوت باشد. در 

 HIF-1 بهنسبت  HIF-2اشاره کرد که در آن مشخص گردید، بیان 
. در ]37[ سرطان کولورکتال داردنقش مهمتري در تشخیص مرحله 

ه کرد که در اشار Kaplan–Meierبه آزمایش  توانیمراستاي این امر 
ژن مناسبی در بررسی میزان  HIF-1 alphaآن مشخص گردید، ژن 

 .]38[ باشدینمبقاي بیماران و همچنین تشخیص سطح اولیه بیماري 
در ضایعات پري نئوپلاژي و پیش سرطانی مثل آدنوماي  HIF-1البته 
کارسینوماي مجاري پستان و نئوپلاژي اینترااپیتلیال پروستات ، کولون

هم ممکن  HIF-1که  دهدیمنشان  ها. این یافتهابدییمهم افزایش 
است در مراحل ابتدایی سرطان زایی نقش داشته باشد و حتی قبل از 
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اینکه شواهد بافت شناسی مبنی بر رگزایی و تهاجم وجود داشته باشد 
 .]39[ ابدییمبیان آن افزایش 

 HIF، بررسی میزان نقش دهدیمهمانطور که مطالعات گوناگون نشان 
در سرطان کولون نیاز به بررسی مختلفی دارد. به طور مثال، در این 

و  HIF-2α، یعنی HIFگفت، ایزوفرم هاي مختلف  توانیمزمینه 
HIF-1α  عملکردهاي سلولی مختلفی در سرطان کولون دارند. در این

که در سال  يامطالعهبه تحقیقات متنوعی اشاره کرد. در  توانیمزمینه 
صورت گرفت، مشخص گردید،  Takaaki Imamuraتوسط  2009

HIF-1α  سرطان کلون  يهاسلولرشدSW480  دهدیمرا افزایش .
. کندیمرشد آن را متوقف  HIF-2αاما از طرفی دیگر مشخص گردید، 

درمانی مبتنی بر مواد  يهاروشبیان کرد،  توانیمدر نتیجه این امر 
، نیاز به بررسی باشدیم HIFها ایزوفرم هاي  انیاصلگوناگون که هدف 

 .]39[ اختصاصی هر ایزوفرم دارد يهایژگیو
پیچیدگی شبکه پیام رسان مولکولی و از کنترل خارج شدن آن در 

معضل بزرگی در راستاي تولید و توسعه  هاسرطاناز انواع  يبسیار
 يل مسیرهامثا ي. برا]40[ ضد سرطان ایجادکرده است يداروها

Hedgehog ،Wnt  وNotch  با فعال کردن عوامل رونویسی موجب
در  عمدتاًکه  Wnt ریمس. گردندیم يضرور يهاژناز  يبیان بسیار

مسیر تکاملی و تکوینی نقش دارد با بیان نابجا موجب تومورزایی و 
با  Wntپیام رسان  يبین بیان اجزا ي. ارتباط قوشودیمبدخیمی 
miRNA  ها، نشان دهنده معرفیmiRNA  ها به عنوان اهداف درمانی

 .]41[ در برابر متاستاز است
 یداخل سلول یام رسانیپ ریمس در یاصل و يمرکز ک مولکولی نیبتاکتن

انواع  ی دریتومورزا و ییسرطان زا ل دریدخ عامل عنوان به شتریب است و
یم شناخته کولون و معده ازجمله سرطان گوارش دستگاه يهاسرطان

 شیدایبین پ ارتباط سرطان کولون، درباره نیشیپ . مطالعاتشود
نشان  را بیماران ترفیضعبقاي  و يماریب وخامت ،ياهسته نیبتاکتن
 .]42[ است داده

مشخص  2008اران در سال کو هم Wanitsuwanج یبراساس نتا
ن در آ ياهستهن به صورت تجمع یش از حد بتاکتنیب يداریگردید، پا

 باشدیمت یار حائز اهمیکولورکتال بس يهاسرطانج ینتا یشگوئیپ
]43[ .Brabetz ش از یدار شدن بیبه پد 2000اران در سال کو هم

ن در هسته و ارتباط آن با اندازه نئوپلاسم ها اشاره ین پروتئیاندازه ا
م کدر مورد ترا 2003در سال  Hidekiو  Yasuhiroو  ]44[ نمودند

دادند که با  هارائولون نتایجی را کک یسپلاستیوم دیتلین در اپیتنکبتا
-βهم راستایی دارد. در این تحقیق نیز بیان ژن  کاملاًج مطالعه ما ینتا

catenin  به شکل بالایی در سرطان کولون دیده شده که با نتایج
 .]45[ تحقیق حاضر مطابقت بسیار بالایی دارد

 یش نتایجی همانند تحقیق ما برمو همکاران Korinek يهاافتهیاز 
 لیولون دخکک یدر رشد نئوپلاست β-cateninنشان دادند،  هاآند، یآ
وده و شتر بیمار بیم آن در گروه بکزان ترایه در این مطالعه مک باشدیم

وم یتلیک اپیسپلاستید يهاسلولن در ین پروتئیاد اینشانگر تجمع ز
-β. این امر در تحقیق ما نیز با توجه به بیان بالاي ژن باشدیمولون ک

catenin  مبتلا به سرطان کولون موش مشاهده گردید يهابافتدر 
]46[. 

انجام شد نشان داد،  Rosarioو  Brembeckه توسط ک يامطالعه
به  نه تنها هک منظوره است چند نیک پروتئی β-cateninن یپروتئ
 تواندیم هکبل دارد، نقش یسلول نیاتصال ب در نیادهرک نیپروتئ همراه

و نیز  یتشخیص شاخص یکعنوان  به ولونک نومیارسک در موارد
. تمامی مطالعات انجام ]47[ باشد داشته تیاهم رشد تومور شرفتیپ

در سرطان کولون  HIF-Ιو  β-cateninشده نشان بر اهمیت دو ژن 
مار بی يهابافتو نشانگر این حقیقت است که، دو ژن فوق در  باشدیم

تیمار با عوامل مختلف نظیر گاز ازون،  و با شوندیمدر سطح بالایی بیان 
 HIF-Ι، هرچند از نظر تشخیصی اهمیت ابدییمیل تقل هاآنبیان 

، با توجه به میزان بیان متفاوت آن در مراحل β-cateninنسبت به 
 .باشدیممختلف سرطان تا حدي کمتر 

 نتیجه گیري
تیمار شده  يهاموشبافت کولون  در HIF-Ιو  β-cateninبیان ژنهاي 

یمسالم افزایش نشان  يهاموشنسبت به  DSSبا آزوکسی متان و 
که نشان دهنده دخالت این دو ژن در ایجاد و یا توسعه سرطان  دهد

. درمان با دوزهاي مختلف ازون باعث کاهش بیان این باشدیمکولون 
 در کاهش ریتأثاز بین دوزهاي مورد استفاده بیشترین  ،شودیم هاژن

به  باشدیم بر میلی لیتر ممیکروگر 40مربوط به دوز  بیان این ژنها
به عنوان  تواندیمنتیجه گرفت که تیمار با ازون  توانیمصورت کلی 

 یک راه حل درمانی در درمان سرطان کولون به کار گرفته شود.

 تشکرو قدردانی
در دانشگاه  IR.BMSU.REC.1398.069کد اخلاق  این مطالعه با

 علوم پزشکی بقیه االله انجام گرفته است.
ه االله ینویسندگان این مقاله از معاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی بق
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