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 جديد درماني هاي پيشرفت رغم علي. رود مي شمار به ايران در كشنده بدخيم سرطان اولين همعد سرطان :زمينه و هدف
 ترين اصلي دورتر، هاي اندام به و مغزاستخوان    خون گردش سيستم طريق از تومور گسترش معده، سرطان درمان براي
 تـشخيص  هـت  ج حـساس  هاي شرو ايجاد براي فوري نياز بنابراين. شود مي محسوب افراد اين در  و مير  مرگ علت
 .دارد وجـود  معـده  سرطان  به مبتلا بيماران (BM) و مغز استخوان     (PB) محيطي خون در شده پخش توموري هاي سلول

 (GAPDH) به عنوان تومور ماركر و از Carcino Embryonic Antigen (CEA)نگر از  در اين بررسي آينده: روش بررسي

Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase هـاي   عنوان كنترل داخلي بـراي تـشخيص و تعيـين مقـدار سـلول      به
 سـال   50:  ميـانگين سـني    15 بـه    20:نـسبت مـرد بـه زن      ( فرد مبتلا    BM 35 و   PBهاي   توموري پراكنده شده در نمونه    

  اسـتخراج و   AGS كل از رده سـلولي سـرطان معـده           RNA. به سرطان معده استفاده شده است     ) 30-75: محدوده سني 
 ـ   .  توسط رونويسي معكوس سنتز شدند     GAPDH و   CEAقطعات ژني    طـور جداگانـه در داخـل     هقطعات تكثيـر شـده ب

هـاي   از رقـت . سپس كلونينگ دوتايي اين قطعات در داخل اين وكتور صورت گرفـت     .  كلون شدند  pTZ57R/Tوكتور  
 از افراد مبتلا به سرطان معده جمـع         BMو   PBهاي   نمونه .متوالي اين پلاسميد براي رسم منحني استاندارد استفاده شد        

گيـري كمـي    در اين مطالعه، انـدازه : ها يافته .صورت گرفت Real-Time PCR بر روي آنها cDNAبعد از سنتز  آوري و
% 23 در CEAي mRNA.  بـا حـساسيت بـسيار بـالا بهينـه شـد      Real-Time PCR با استفاده از GAPDH و CEAهاي  ژن

هاي مربـوط بـه      در هيچ كدام از نمونه    . )>001/0p(  افراد مبتلا تشخيص داده شد     BMهاي   ونهنم% 20 و   PBهاي   نمونه
توانـد بـه     مـي CEA بـراي  quantitative Real-Time PCR :گيري نتيجه . تشخيص داده نشدCEAي mRNAگروه كنترل 

  .كار رود  سرطان معده به افراد مبتلا بهBM و PBهاي  عنوان تكنيك مفيدي براي تشخيص ميكرومتاستاز در نمونه
  

  .Real-Time PCR، ژن كارسينوآمبريونيك  آنتيسرطان معده، ميكرومتاستاز، :كليدي كلمات
  

  

  
 سـرطان  نـوع  تـرين  معمول تليالي اپي هاي بافت بدخيم تومورهاي

 1.شـوند  مـي  شـامل  را سـرطان  از ناشي مير و مرگ اكثريت كه هستند
تليـالي اسـت كـه در دنيـاي          هاي اپـي   معده نيز يكي از سرطان     سرطان

 تومورهـاي بـدخيم معـده را        %95 آدنوكارسينوماها   2.امروز شايع است  
 بقيـه را لنفومـا، تومورهـاي اسـترومال و سـاير             %5شـوند و     شامل مي 

هاي زندگي در     اگرچه با بهبود روش    3.دهند تومورهاي نادر تشكيل مي   
است اما هنوز هـم     هاي اخير شيوع سرطان معده كاهش يافته         طي دهه 

سرطان معده دومين علت مرگ و ميـر ناشـي از سـرطان در سرتاسـر                

 مـورد در    75000 ميزان مرگ و ميـر ناشـي از آن در جهـان              4.دنياست
 بر طبق مطالعات آماري مرگ و مير ناشي از سرطان معده            5.سال است 

 تمامي مرگ و ميرهاي ناشي از سرطان را در ايران تشكيل            %39حدود  
 نفر به سـرطان معـده مبـتلا    25 ايراني 10000 و سالانه از هر   6دهد مي
 هدف نهايي در درمان بيماران سرطاني از بين بردن تمـامي            7.شوند مي

هاي توموري است و بنابراين تمامي راهكارهاي درماني در ايـن            سلول
 در حـال حاضـر اقـدام درمـاني اوليـه بـراي       8.گيـرد  راستا صورت مي  

، اما در بيشتر افراد بعـد از عمـل جراحـي            سرطان معده جراحي است   
. شـود  شود كه در بيشتر موارد منجر به مرگ مـي          عود بيماري ديده مي   

  
  542- 1388،548 ، آبان8شماره  ،67مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره

چكيده

مقدمه

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


  
 543             و همكارانليلا دردائي القلنديس                 

 

 
 1388آبان ، 8شماره ، 67مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره 

. متاستاز پنهان در زمان جراحي يكي از دلايل عمده عود بيماري است           
اي ضروري براي ايجاد     هاي توموري مرحله   از آنجايي كه انتشار سلول    

گفت كه در اين نوع تومورها، مرگ       توان    بنابراين مي  9و10متاستاز است 
و مير بالا به علت تومور اوليه نيست بلكه به علت ميكرومتاسـتازهايي             

ها بعـد    ست سال  ا  است كه رخ داده و تظاهرات باليني آن حتي ممكن         
 مطالعات سيتولوژيك نشان داده اسـت كـه         11.از درمان اوليه بارز شود    

لي در خون محيطي و مغـز       تليا هاي منتشر شده از تومورهاي اپي      سلول
يص اســت، بنــابراين تــشخيص و اســتخوان افــراد مبــتلا قابــل تــشخ

هـاي خـون     هاي توموري منتشر شده در نمونه      گيري كمي سلول   اندازه
تواند يك روش تشخيصي آسان و مناسب بـراي تعيـين            افراد مبتلا مي  

هـدف مـا در ايـن        12-14.آگهي و موثر بودن درمان محسوب شود       پيش
براي تـشخيص و   CEAمربوط به  mRNAاستفاده از ميزان كپي     بررسي  

هاي توموري منتشر شده در خون محيطـي و مغـز            بررسي كمي سلول  
.  استquantitative Real-Time PCRاستخوان افراد مبتلا با استفاده از 

Carcinoemberyonic Antigen (CEA)    گليكـوپروتئيني اسـت كـه در 
طـور طبيعـي در طـي رشـد و نمـو             هچسبندگي سلولي نقش دارد و ب     

شود، اما توليد آن بعد از تولد بـسيار محـدود شـده و               جنيني توليد مي  
خون   بنابراين در  ،شود تليالي دستگاه گوارش بيان مي     تنها در بافت اپي   

 مجددا در افـراد مبـتلا بـه    CEAبيان  . افراد بزرگسال سالم وجود ندارد    
 در پيشرفت سرطان معده     سرطان معده شدت يافته و داراي نقش مهم       

 در افـراد   CEA مربـوط بـه      mRNA  بنابراين ارزيابي ميزان كپي      15.است
تواند علاوه بر مفيد بودن نـوع درمـان، مـوثر            مبتلا به سرطان معده مي    

   .بودن درمان انتخاب شده بعد از يك دوره درماني را نشان دهد
  

  

  

حيطـي و مغـز     نگـر از نمونـه خـون م        در اين مطالعه آينده    بيماران
 فرد مبتلا به سرطان معده كه براي اولين بار به بيمارستان            35استخوان  

 مراجعـه   1385-1386هاي   خميني تهران بين سال    دكتر شريعتي و امام   
كرده بودند، قبل از عمل جراحي و با جلب توافق افراد مبـتلا اسـتفاده     

ي صورت ميكروسـكوپ   ههاي توموري بعد از عمل جراحي ب       نمونه. شد
بنـدي   توسط پاتولوژيست كارآزموده مورد بررسي قرار گرفت و طبقـه         

 نمونه خون محيطي و مغز استخوان از افراد بدون هـر نـوع              30. شدند
  42:  ميـانگين سـني    12 بـه    18: نسبت مـرد بـه زن     ( تليالي سرطان اپي 

و با جلب توافق به عنوان كنترل در اين مطالعه          ) 33-52محدوده سني   

ز هر فرد هم براي گروه كنترل و هم بـراي گـروه مـورد               ا. استفاده شد 
 خـون محيطـي گرفتـه شـد و بـراي جلـوگيري از               ml7 مطالعه حدود 

 اوليـه دور ريختـه      ml2تليالي پوست حـدود      هاي اپي  آلودگي با سلول  
هاي خـون محيطـي و       اي از نمونه   هسته هاي تك  جداسازي سلول  .شد

 نمونـه خـون محيطـي و        ml5اي از    هـسته  سلولهاي تك . مغز استخوان 
ml5            نمونه مغز اسـتخوان تيمـار شـده بـا EDTA      بـر روي گراديانـت 

ها سه بـار بـا بـافر نمكـي فـسفات             سلول. محلول فايكول جدا شدند   
)PBS(   آوري رسوب سلولي جهت اسـتخراج       براي جمع  وشد   شستشو

RNAدقيقه با دور پنجها به مدت   سلول rpm2000سانتريفوژ شدند .  
 كل با استفاده از     RNA: (RT)و رونويسي معكوس     RNAاستخراج  

طبق پروتوكل شـركت سـازنده اسـتخراج        ) شركت سيناژن ( RNXماده  
-Mبا استفاده از آنزيم رونويسي معكوس        RNAيك ميكروگرم از    . شد

MLV و پرايمر Random Hexamer) به ) شركت فرمنتازcDNA تبديل 
 درجـه سـانتيگراد،     25 دقيقـه در     10 به مدت    RTمخلوط واكنش   . شد
   . انكوبه شدcº72  دقيقه در10 درجه سانتيگراد و 42 دقيقه در 60

پرايمرهاي مورد نياز براي كلـون كـردن قطعـات          : پرايمر و پروب  
.  طراحي شـدند   GENERUNNERافزار    توسط نرم  GAPDH و   CEAژني  

 و  GAPDH و   CEAپرايمرهاي مورد نياز بـراي كلـون كـردن قطعـات            
 Real-Time لازم بـراي انجـام   TaqMan پرايمرهاي همچنين پروب و

PCR 10 هـاي    پـروب .  سنتز شدند  16  وTaqMan      مربـوط بـه CEA  و 
GAPDH كربوكسي فلورسين -6 با 5' در انتهاي )FAM(  به عنوان رنـگ 
) TAMRA(تترامتيل رودامين     كربوكسي -6 با   3' گر و در انتهاي    گزارش

 .نددار شد كننده نشان به عنوان رنگ خاموش

  quantitative Real-Time PCR Absoluteايجاد تكنيك 
براي تكثير قطعات ژني مربوط     : GAPDHو   CEAهاي   كلونينگ ژن 

 كه مربـوط بـه سـرطان معـده          AGS از رده سلولي     GAPDHو   CEAبه  
 بـه   )DMEM )GIBCOدر محـيط     AGSرده سـلولي    . است استفاده شـد   

استرپتومايسين /سيلين پني% 1 و )FBS, GIBCO(سرم گاوي % 10همراه 
(Sigma)   ها بعد از تيمار با تريپـسين       سلول.  كشت داده شد/ EDTA  از 

 بـا   AGS كـل از رده سـلولي        RNA. آوري شـدند   كف فلاسـك جمـع    
 سـنتز   cDNAهاي ذكر شده اسـتخراج شـده و          استفاده از مواد و روش    

 و CEA جفت بازي مربوط بـه  525 قطعات RT- PCRبا كمك . گرديد
سـپس هـر كـدام از       .  تكثير شدند  GAPDHبازي مربوط به     جفت   535

 كلونينگ در داخل وكتـور      T/Aاين قطعات به صورت جداگانه توسط       

 روش بررسي
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pTZ57R/T )Cloning InsT/Aclone TM PCR Product Fermentas,( 
محصول به هم متـصل شـده بـه داخـل سـوش بـاكتري               . كلون شدند 

DH5α  قطعات كلون شـده    در مرحله بعد هر كدام از     . ترانسفورم شدند 
 BamHI و KpnIهــاي محــدودالاثر  بــا هــضم آنزيمــي دوگانــه آنــزيم

 T4 Ligaseاز وكتــور خــارج شــده وبــا اســتفاده از آنــزيم ) فرمنتــاز(
 pTZ57R/Tبه يكديگر متصل شده و دوباره در داخل وكتـور           ) فرمنتاز(

در اين مرحله نيز پلاسميد حاوي دو ژن بـه هـم        ). 1شكل  (كلون شد   
پـس از   .  ترانـسفورم شـد    DH5aده به داخل سـوش بـاكتري        متصل ش 

غربال كردن باكتري نوتركيب و استخراج پلاسميد خـالص، پلاسـميد           
  . تعيين توالي شد13M حاصل با استفاده از پرايمرهاي عمومي

در مرحله پلاسميد حلقـوي تعيـين تـوالي         : تهيه منحني استاندارد  
 بـه صـورت خطـي       HindIIIشده، با برش آنزيمي آنـزيم محـدودالاثر         

بــا اســتفاده از  DNAدرآمــده و بعــد از اســتخراج از روي ژل غلظــت 
گيري شد و سپس تعداد كپي مورد نظـر محاسـبه       اسپكتروفتومتر اندازه 

از ايـن   )  كپـي ژن در هـر واكـنش        10– 107(هـاي متـوالي      رقت. شد
منحنـي اسـتاندارد بـر      . پلاسميد براي رسم منحني استاندارد تهيه شـد       

هــاي متــوالي پلاســميد  دســت آمــده از رقــت  بــهCt valuesاســاس 
pTZ57R/T داراي قطعه CEA-GAPDHتهيه شد  .Ct values   حاصـل از

هاي بيماران بر روي منحني استاندارد برده شده و تعـداد نـسخه              نمونه
 ـ     در هر كدام از ايـن نمونـه        GAPDH و   CEAمربوط به    ه صـورت   هـا ب

ب استريل به جاي الگو به عنوان       نمونه حاوي آ  . اتوماتيك محاسبه شد  
  .كنترل منفي استفاده شد

ــنش  ــام : Quantitative Real-Time PCR (TaqMan)واكـ تمـ
ــنش ــاي  واك ــتگاه Real-Time PCRه  Roche LightCycler در دس

)Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Germany(هـر  .  انجام شد
، Taq DNA polymerase بافر آنـزيم  X1 ماكروليتري شامل 20واكنش 

 نـانومول  dNTP mix ،250مولار   ميلي250مولار منيزيم كلرايد،   ميلي5
 Taq واحـد آنـزيم   يـك ، TaqMan نانومول پروب 200از هر پرايمر، 

DNA polymerase ماكروليتر 2 و DNA شرايط . باشد به عنوان الگو مي
 دقيقـه   درجه سانتيگراد به مدت سه95 شامل Real-Time PCRدمايي 

 درجـه   95 سـيكل هـر كـدام شـامل          45هت واسرشت شدن اوليـه،      ج
 درجــه 60 ثانيــه جهــت واسرشــت شــدن، 30ســانتيگراد بــه مــدت 

 درجه سـانتيگراد بـه      annealing  ،72 ثانيه براي    15سانتيگراد به مدت    
 سـيكل بـراي خنـك       يك و در نهايت     extension ثانيه براي    15 مدت

آنـاليز  . باشد  دقيقه مي  يك درجه سانتيگراد به مدت      40 دماي   شدن در 
هـاي    در نمونـه   mRNA CEAجهت مقايسه تعداد كپـي      : ها آماري داده 

خون محيطي و مغز استخوان افراد مبتلا به سرطان معده و افراد سـالم              
 مختلـف   (Stage)هاي   و همچنين بررسي ميزان بيان اين ژن در مرحله        

 SPSSزار اف ـ  نـرم Kruskal Wallis و Mann-Whitneyبيماري از تست 
  .محسوب گرديددار   معني>05/0p  مقادير.استفاده شد 15ويراست 

  
  

پلاسميد : CEA mRNA براي ارزيابي كمي Real-Time PCRايجاد 
 535  و CEAمربـوط بـه       جفت بـاز   525 شامل   )pTZ57R/T(نوتركيب  

هـاي متـوالي     رقت). 1شكل  ( ساخته شد    GAPDHجفت باز مربوط به     
از پلاسـميد نوتركيـب     )  مـاكروليتر  10 يد در  نسخه پلاسم  106 -101(

pTZ57R/T تهيه شده و مورد سنجش Real-Time PCRبر .  قرار گرفت
 بـر روي  Real-Time PCR به دست آمـده از انجـام   Ct Valuesاساس 
در راسـتاي   ). 1شـكل   (هاي متوالي منحني استاندارد رسـم شـد          رقت
 خـون محيطـي و   هـاي  نمونه  موجود درCEAگيري تعداد نسخه     اندازه
استخوان افراد مبتلا به سرطان معده، در مرحلـه اول تعـداد كپـي               مغز

CEA mRNAفرد سـالم انـدازه گرفتـه    30هاي خون محيطي   در نمونه 
 mRNA كپـي از     توانـد تـا پـنج       حساسيت تكنيك بهينه شـده مـي      . شد

 CEA mRNAتـشخيص   .ها تشخيص دهـد   را در نمونهCEAمربوط به 
ن محيطي و مغز استخوان افراد مبتلا به سرطان معده          هاي خو  در نمونه 

 هـشت  افـراد مبـتلا، در       )PB( نمونه خون محيطـي      35از   و افراد سالم  
هـاي    تشخيص داده شـد و در نمونـه        CEAي مربوط به    mRNAنمونه  

 CEAي مربوط به    mRNA نمونه   هفت اين افراد در     )BM(مغز استخوان   
مار هم نمونه مغز استخوان و       بي 35 بيمار از    سهدر  . تشخيص داده شد  

 CEAتعـداد كپـي   ). 1جـدول  (هم نمونه خون محيطي مثبـت اسـت   

mRNA  هاي    در نمونهPB   و BM    كپي بود كـه     200-3000 بيماران بين 
هاي خون    باشد در هيچ يك از نمونه        كپي مي  2000ميانه آن در حدود     

ــراد كنتــرل   ــه mRNAمحيطــي و مغــز اســتخوان اف ــوط ب  CEAي مرب
در آناليز آمـاري، اخـتلاف      ). 2 و شكل    >001/0p(اده نشد   تشخيص د 

 افـراد   BM و   PBهاي    بين نمونه  mRNA CEAداري در تعداد كپي       معني
ــشد   ــده ن ــار دي ــكل p=35/0(بيم ــشخيص ). 2 ش   درCEA mRNAت

هـاي    هاي خون محيطي و مغزاسـتخوان افـراد مبـتلا در مرحلـه              نمونه
(stages)يـوجود كپ بت از نظرـمثهاي  درصد نمونه. بيماري  مختلف  

 هايافته
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  هاي مختلف بيماري   در مرحلهCEA mRNAهاي مثبت از نظر وجود  تعداد و درصد نمونه :1 -جدول
  Stage II  Stage III  Stage IV  مثبت هاي نمونه كل تعداد  

  CEA mRNA )8/22%(8  )3/14%(1  )20%(4  )5/38%(3مثبت براي  PBهاي  تعداد و درصد نمونه
  CEA mRNA )20(%7  )5/28%(2  )15%(3  )25%(2 مثبت براي BMهاي  نمونهتعداد و درصد 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
. Real-Time PCR توسـط  CEAپروفايـل تكثيـر   ) الـف . منحني استاندارد  و استفاده از آن براي رسمGAPDH و CEAساخت پلاسميد نوتركيب شامل قطعات ژني : 1 -شكل

هـاي مختلـف     در برابـر تعـداد نـسخه   Ct  كه در آن مقـادير  CEAمنحني استاندارد) ب.  سيكل تكثير شدند45 به مدت CEA-GAPDHنوتركيب  هاي متوالي از پلاسميد رقت
  .باشد  مي-2/3 و شيب آن 0272/0منحني  ضريب تصحيح.  رسم شده استCEA-GAPDHپلاسميد نوتركيب 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 گروه بيمـاران  BM  وPB در نمونه CEA mRNAطيف و ميانه تعداد كپي : 2 -شكل
دهنده حداقل و حداكثر تعداد كپي       ها نشان  در اين نمودار محدوده باكس    . و كنترل 

CEA)     كپي   106به ازاي هر GAPDH ( هاي خون محيطي و مغز اسـتخوان        در نمونه
  .افراد مبتلا به سرطان معده و در افراد سالم است

  
  
  
  
  
  

  
  

  
 بيماران در BM و PB هاي ر نمونه دCEA mRNA طيف و ميانه تعداد كپي :3 -شكل
دهنده حداقل و حداكثر تعـداد       ها نشان  محدوده باكس . هاي مختلف بيماري   مرحله
خــون محيطــي و   هــاي در نمونــه) GAPDH كپــي 106بــه ازاي هــر  (CEAكپــي 
   .بيماري است  مختلف  هاي معده در مرحله  سرطان  استخوان افراد مبتلا به مغز
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CEA mRNAاي خون محيطي و مغز استخوان افـراد مبـتلا   ه  در نمونه
 خلاصـه شـده     1طور كلي در جدول       ههاي مختلف بيماري ب    در مرحله 

 IV و III, IIهـاي    در مرحلـه PBهـاي   ميانه تعداد كپي در نمونـه . است
 بـه   BMهـاي     و در نمونـه    50 و   2500،  3000بيماري به ترتيـب برابـر     

در آنـاليز آمـاري، تـست        .باشد  كپي مي  50 و   3000،  200 ترتيب برابر 
هـاي مغـز     در نمونـه CEA mRNAداري را در ميزان كپـي   ارتباط معني

هاي مختلـف بيمـاري نـشان        استخوان خون محيطي بيماران در مرحله     
  ).3 شكل p=319/0 و p=331/0 به ترتيب(نداد 

  

  
Real-Time RT-PCR   تكنيــك تــشخيص كمــي RNA و DNA 

 و  DNAا كارايي بالا، اختصاصيت پـروب        ب PCRباشد كه تلفيقي از      مي
با استفاده از منحني استاندارد براي ژن       . باشد حساسيت بالاي آناليز مي   

. دسـت آورد   اي بـه   توان تعداد نسخه آن را در هر نمونـه         مورد نظر مي  
 نظيـر  (post PCR analysis)هاي آناليز پس از تكثير  عدم نياز به روش

 Real-Time PCRصول از مزايـاي مهـم   ژل الكتروفورز براي آناليز مح
شود كه اين امر احتمـال آلـودگي و ايجـاد نتـايج مثبـت                محسوب مي 

كردن تكنيـك    هدف اين مطالعه ايجاد و بهينه      .دهد كاذب را كاهش مي   
Quantitative Real-Time PCR ــروب ــر اســاس پ ــراي TaqMan ب  ب

هاي خـون محيطـي و مغـز      در نمونهCEA mRNAسنجش ميزان كپي 
تكنيـك بهينـه   حساسيت . باشد ستخوان افراد مبتلا به سرطان معده مي    ا

ده قادر است تا در هر ميكروتيوب       شده در اين مطالعه تست ستاپ ش      
مغـز   هـاي خـون محيطـي و     را در نمونـه CEA mRNA نـسخه از  پنج

نـشان داده شـده     . استخوان افراد مبتلا به سرطان معده تشخيص دهـد        
 نمونه خون و مغز استخوان افـراد   درCEA mRNAاست كه تشخيص 

تواند به عنوان يك ماركر اوليه جهت        تليالي مي  هاي اپي  مبتلا به سرطان  
علاوه بـر    10و13.بيني عود يا متاستاز در اين بيماران محسوب شود         پيش

هاي تومـوري منتـشر شـده در         تشخيص حضور يا عدم حضور سلول     
 ـ    اپـي  هـاي  خون و مغز استخوان افراد مبتلا به سـرطان         نظـر   هتليـالي، ب

هـا منتـشر شـده نيـز از نظـر كلينيكـي داراي               رسد كه تعداد سلول    مي
هاي تومـوري منتـشر       نشان داد كه تعداد سلول     Cote. باشد اهميت مي 

شده در مغز استخوان با ميزان عود در افراد مبـتلا بـه سـرطان پـستان                 
 جهـت بررسـي     CEA بـراي تعيـين اختـصاصيت ژن         16و17.ارتباط دارد 

CEA  هاي خون و مغز استخوان افراد مبتلا به سـرطان معـده،              در نمونه

 Real-Timeهاي افراد سالم با تكنيك   اين ژن در نمونهmRNA وجود

PCRهاي گروه كنتـرل   در هيچ يك از نمونه.  بررسي شدCEA mRNA 
 بـراي   CEAتشخيص داده نـشد كـه ايـن بيـانگر اختـصاصيت بـالاي               

اين يافته بـا نتيجـه      . باشد تشر شده مي  هاي توموري من   تشخيص سلول 
هــاي ايــن مطالعــه اخــتلاف   يافتــه10. مطابقــت داردIkeguchiمطالعــه 

 در  CEAي ژن   mRNAرا از نظـر تعـداد كپـي         ) p>001/0(داري   معني
هاي خون محيطي و مغز استخوان بين افراد كنترل و افراد مبـتلا              نمونه

جي كـه حاصـل از مطالعـه        اين يافته با نتـاي    . به سرطان معده نشان داد    
Dong18   و Flatmark19       بر روي سرطان كلوركتال است، مشابهت دارد  .

 بـه  CEAاين موضوع بيانگر اختصاصيت و حساسيت بسيار بـالاي ژن       
عنوان تومور ماركر قابل اسـتفاده جهـت تـشخيص ميكرومتاسـتاز در             

در ايـن    .باشـد  خون و مغز استخوان افراد مبتلا به سـرطان معـده مـي            
هـاي مثبـت در خـون        داري بـين در صـد نمونـه        طالعه اختلاف معني  م

محيطي و مغز استخوان با مرحله بيماري ديده نشد اين يافته با نتايجي             
كه حاصل از چندين مطالعـه مختلـف بـر روي سـرطان كلوركتـال و                

 بنابراين تكنيك بهينه شده مـا در ايـن          18و19.پستان است، مشابهت دارد   
هـاي سـرطاني منتـشر شـده را در            نه تنها سـلول    مطالعه قادر است كه   

تـوان ايـن     مراحل پيشرفته بيماري تشخيص دهد بلكـه همچنـين مـي          
ها را در مراحـل اوليـه بيمـاري تـشخيص داد كـه ايـن امـر بـه                 سلول

غربالگري افرادي كه در مراحل اوليه بيمـاري هـستند امـا در معـرض               
ا نـشان داد كـه بـين        مطالعـه م ـ   .كند بروز متاستاز قرار دارند كمك مي     

هـاي خـون و مغـز اسـتخوان افـراد بيمـار از نظـر تعـداد كپـي                     نمونه
mRNA   ي ژنCEA  هاي  درصد نمونه . داري وجود ندارد    اختلاف معني

 و تنهـا    %20، در مغز استخوان     %23 در خون محيطي     CEAمثبت براي   
.  مثبت بوده اسـت   CEA از بيماران هر دو نمونه از نظر وجود          %7/8در  
 كه يكي از معدود مطالعاتي است كه به بررسي       Berois20در مطالعه   اما  

ميكرومتاستاز هم بر روي خون و هم مغز استخوان در سرطان پـستان             
 سه در خون محيطي     CEAهاي مثبت براي     پرداخته است، درصد نمونه   

 15هـاي مثبـت در        بوده و در كل نمونه     %13درصد، در مغز استخوان     
در . بوده است  مثبت   CEAو نمونه از نظر وجود      درصد از بيماران هر د    

 سـه ، CEA mRNA مثبـت بـراي   BM نمونـه  اين مطالعه از بين هفـت 
هـاي   اگرچه مطالعات متعددي با تكنيك    .  نيز مثبت بودند   PBنمونه در   

تليـالي در    هـاي اپـي    مختلف براي تشخيص ميكرومتاستاز در سـرطان      
اي  اما تاكنون مطالعـه   . نمونه خون يا مغز استخوان صورت گرفته است       

بحث
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ــراي Quantitative Real-Time PCR TaqManمبتنــي بــر تكنيــك   ب
هاي خـون محيطـي و    طور همزمان در نمونه    هتشخيص ميكرومتاستاز ب  

از اينرو   . مغز استخوان افراد مبتلا به سرطان معده صورت نگرفته است         
ز هاي توموري منتشر شده در خون و مغ ـ        براي درك ارتباط بين سلول    

استخوان و بررسي پتانسيل متاستاتيك آنها نياز به مطالعـات مولكـولي            
گيـري   هاي بيشتر و مخصوصا پـي      گسترده و همچنين استفاده از نمونه     

 CEAدر كل، مطالعه مـا نـشان داد كـه            .دراز مدت بيماران وجود دارد    

هـاي   تواند يك ماركر مولكولي مناسب جهت بررسي حضور سلول         مي
سـتخوان افـراد مبـتلا بـه سـرطان معـده بـه منظـور                در خون و مغـز ا     

هاي بـدخيم از تومـور اوليـه محـسوب           تشخيص اوليه گسترش سلول   
ژنـي هتـروژن    هاي توموري از نظـر آنتـي      اما از آنجايي كه سلول    . شود
طـور   رسـد كـه اسـتفاده از چنـدين مـاركر بـه             نظر مي  هباشند، لذا ب   مي

 ضريب اطمينان به نتـايج  تواند همزمان جهت بررسي ميكرومتاستاز مي   
  .حاصل و استفاده از آنها را در كلينيك افزايش دهد
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Background: Gastric adenocarsinoma is the first leading fatal malignancy in Iran. 
Despite advances in novel therapeutics approaches for gastric cancer (GC) patient, 
tumor dissemination via blood stream to distant organ is still the major cause of death. 
Therefore, there is urgent need to establish sensitive methods for early detection of 
disseminated tumor cells in peripheral blood (PB) and bone marrow (BM) specimens of 
gastric cancer patients.  
Methods: In the present study, we use Carcinoma Embryonic Antigen (CEA) as a tumor 
marker and Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH) as an internal 
control to detection and quantification of disseminated tumor cells in PB and BM 
specimens of affected individuals. Total RNA was extracted from AGS (gastric cancer) 
cell line and CEA and GAPDH fragments were generated by reverse transcription. The 
amplified fragments were cloned into pTZ57R/T vector separately. Double cloning of 
these genes has done into one pTZ57R/T vector. Serial dilution of this recombinant 
plasmid is used to construct standard curve, each containing a known amount of input 
copy number. Total RNA was extracted from BP and BM specimens of 35 GC patients. 
cDNA of the specimens were synthesized by reverse transcription and subjected to 
Quantitative Real-Time PCR (QRT-PCR). 
Results: We developed a highly sensitive and specific quantitative PCR for CEA and 
GAPDH using Real-Time PCR based on TaqMan technology. CEA mRNA was detected 
in 23% of PB and 20% of BM specimens. There was no CEA mRNA detecting in control 
group. 
Conclusions: The QRT-PCR for CEA can be a useful technique for detection of 
micrometastases in the PB and BM specimens of gastric cancer patients. 
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