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 دهیچك
ترین سرطانی است که مردان به آن  باشد و شایع ترین سرطان می بعد از سرطان پستان، سرطان پروستات شایع

ی پروستات و انجام آزمایشات دقیق رکتال توصیه  ژن ویژه نتیآغربالگری با بررسی سطح  شوند.  مبتلا می
ای از بیومارکرهای  دستهشود، اما هنوز مشکلاتی در رابطه با اختصاصیت و حساسیت آزمایشات وجود دارد.  می

اند که نقش تنظیمی  کوچک غیر کد کنندههای  RNAیک کلاس از هستند که ها  microRNAتشخیصی، 
هدف از این مطالعه بررسی تغییرات  ای سیگنالینگ مولکولی در سلول بر عهده دارند.ای را در مسیره گسترده

در ادرار افراد مبتلا به سرطان پروستات )گروه متاستاتیک و غیر متاستاتیک( و افراد سالم  miR-25سطح بیان 
نفر غیر  33و  نفر متاستاتیک 32نمونه ادرار افراد مبتلا به سرطان پروستات ) 04است. این پژوهش روی 

با استفاده از ترایزول  RNAنمونه ادرار افراد سالم به عنوان گروه کنترل، انجام شد. استخراج  34متاستاتیک( و 
در ادرار افراد مبتلا به سرطان پروستات و افراد  miR-25تغییرات سطح بیان  cDNAانجام شد و پس از سنتز 

ها  انجام شد. یافته REST 2009ج حاصل با استفاده از نرم افزار بررسی شد. آنالیز نتایqRT-PCR سالم به روش
 داری در افراد مبتلا به سرطان پروستات در مقایسه با افراد سالم کاهش بیان معنی miR-25نشان داد که 

(P = 0.001 دارد. همچنین )miR-25 ( در گروه متاستاتیکP = 0.002 میزان بیان کمتری نسبت به گروه غیر )
در افراد مبتلا  miR-25( در مقایسه با افراد سالم داشت. نتایج این مطالعه نشان داد که P = 0.045اتیک )متاست

به سرطان پروستات نسبت به افراد سالم دارای کاهش بیان معنی داری است. امید است که با تحقیقات بیشتر 
 را با سرعت و دقت بیشتری تشخیص داد.بتوان با استفاده از این بیومارکر افراد مبتلا به سرطان پروستات 

 
 .miR-25سرطان پروستات، ادرار،  :ها کلیدواژه
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 مقدمه
به طور کلی بعد از سرطان پستان، سرطان پروستات 

سرطانی است که ترین  باشد و شایع می سرطانترین  شایع
درصد 01شوند. مردان در طول زندگی  می مردان به آن مبتلا

درصد احتمال  3اری را داشته و حدود خطر ابتلا به این بیم
های  . یکی از روش]0[دارد در اثر این بیماری فوت کنند 

در سرم افراد  PSAتشخیص این سرطان بررسی میزان 
باشد. البته بالا بودن این  می مشکوک به سرطان پروستات

مقدار ممکن است دلایل دیگری داشته باشد و اختصاصیت 
. معاینه انگشتی ]2[ندارد قطعی برای سرطان پروستات 

تشخیص غیرطبیعی بودن های  رکتوم نیز از دیگر راه
. نمونه ]3[باشد  می پروستات است که روشی با دقت پایین

روشی است که با استفاده از برداری از بافت پروستات نیز 
ی پروستات  کوچک خاص، نمونه از غدههای  سوزن

به طور  شود. می مشکوک به سرطان پروستات برداشته
خون  PSAشود که نتایج حاصل از  می معمول وقتی پیشنهاد

ی حاصل از معاینه ی انگشتی رکتال غیر  بالا باشد و نتیجه
طبیعی باشد و در حال حاضر روش گلد استاندارد برای 
تشخیص این سرطان است که یک روش تهاجمی و همراه با 

افزایش  یکی از موثرترین عوامل که در. ]4[درد فراوان است 
مالی های  طول عمر بیمار، بهبود روند درمان و کاهش هزینه

و روانی بیمار نقش به سزایی دارد، تشخیص سریع و به موقع 
سرطان است. به همین دلیل همواره محققان به دنبال 

سریع، آسان و غیرتهاجمی برای تشخیص های  روش
ن انجام شده محققاهای  هستند. با توجه به تلاشها  سرطان

بیومارکرهای متعددی را برای تشخیص و ردیابی سرطان 
توان به  ها می آنترین  شناسایی کرده اند که از مهم

microRNA  اشاره کرد.ها 
microRNA  یک کلاس از هاRNA  کوچک غیر های

کد کننده هستند که نقش تنظیمی گسترده ای را در مسیرهای 
از آنجایی که  سیگنالینگ مولکولی در سلول بر عهده دارند و

ها  تنظیم بیان آنها در تغییر چندین مسیر مولکولی در بافت
منجر به پیچیدگی و ناهمگنی چندین سرطان از جمله 

شود، اهداف قابل توجهی برای  می سرطان پروستات
غربالگری، تشخیص، پیش آگهی، نظارت بر پیشرفت 
تومور، کشف بیومارکر و کمک به شناسایی درمان صحیح 

کد های  % از تمام ژن01یماران هستند. بیشتر ازبرای ب
ها را به  شود که آن می کنترل ها گذاری پروتئین توسط این

های  قدرتمند سلولی در بسیاری از فرایندهای  تنظیم کننده
از جمله سرطان ها  زایی انواع سرطان زیستی در بیماری

کند. شواهد مختلفی مبنی بر بیان  می پروستات تبدیل
ها در بافت توموری نشان داده شده است. به  آن متفاوت

 در مایعات بدن که به عنوانها   microRNAعلاوه
microRNAشوند، که در حال  می گردش کننده شناخته

به ها  حاضر مورد توجه هستند و تغییرات سطح بیان آن
 باشد. بعضی از می توجه خوبی در سرطان پروستات مورد

microRNA  تواند  می گیرند و می ری منشااز بافت توموها
 .]5[باعث ارتباط بین سلولی تومور زایی و بد خیمی باشد 

miR-25 ی عنوان یکی از اعضای خانواده به 
miR-106b-25 ژن  03که بین اینترون باشد  میMCM7 

جای گرفته است که نقش به  7q22.1روی کروموزوم 
کرد مطالعات عمل .]0[انسانی داردهای  سزایی در سرطان

مانع تکثیر و مهاجرت  miR-25نشان داد که بازسازی بیان 
تواند موجب  میmiR-25 سلولی است. در مقابل، مهار

 miR-25 شود.ها  تکثیر و توانایی مهاجرت سلول افزایش
 .]7[یابد  می اغلب در پلاسما و تومور اولیه افزایش

استفاده از مایعات بیولوژیکی مانند خون و ادرار به دلت 
های مناسبی برای  هولت و غیر تهاجمی بودن، نمونهس

های آزمایشگاهی و تشخیصی هستند. به همین دلیل  بررسی
در این مایعات که بتوانند  miRNAیافتن بیومارکرهای 

سرطان را با دقت و حساسیت ردیابی کنند از اهداف بزرگ 
های اخیر بوده است. تحقیقاتی که انجام  محققان در سال

های مختلف  در سرطان miR-25شان داد که شده است ن
از جمله سرطان پروستات دارای نقش مهمی است که در 
بافت و خون مبتلایان تغییرات بیان معنی داری را داشته 

روی  microRNAاست و تحقیقات مشابه در مورد این 
 نمونه ادرار انجام نشده است.

هدف از این مطالعه بررسی میزان تغییرات سطح بیان 
miR-25  در ادرار افراد مبتلا به سرطان پروستات نسبت به

افراد سالم و در نهایت تفکیک افراد مبتلا به سرطان 
پروستات از افراد سالم و همچنین تفکیک گروه متاستاتیک 

 است. microRNAاز غیر متاستاتیک با استفاده از این 
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 ها مواد و روش
 ها آوری نمونه جمع

ماران مشکوک به سرطان پروستات ادرار از بیهای  نمونه
که برای بیوپسی به بیمارستان هاشمی نژاد تهران مراجعه 

 0330کردند، در فاصله زمانی اردیبهشت تا اسفند سال 
آوری شدند. قبل از انجام بیوپسی با رضایت کامل  جمع

میلی  05بیماران و با تکمیل پرسشنامه، نمونه ادرار به حجم 
 4و با رعایت زنجیره ی سرد در دمای  لیتر از بیماران گرفته

درجه سانتی گراد به آزمایشگاه ژنتیک مولکولی انستیتو 
با ها  کانسر بیمارستان امام خمینی تهران منتقل شدند. نمونه

دقیقه سانتریفیوژ شدند.  5و به مدت  rpm3511دور 
درجه  -01تا تکمیل جمع آوری، در فریزر ها  نمونه

 71دند. بر اساس نتایج پاتولوژی گراد نگه داری ش سانتی
متاستاتیک و  32نمونه ادرار افراد مبتلا به سرطان پروستات )

نمونه ادرار افراد سالم که نتیجه  31غیر متاستاتیک( و  30
منفی بود، وارد مطالعه گردید. این مطالعه ها  بیوپسی آن

توسط کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی آزاد اسلامی 
ه داروسازی و علوم دارویی تأیید شد دانشکد-تهران

(IR.IAU.PS.REC.1397.034.) 
 

 های ادرار از نمونه RNAاستخراج 
های ادرار با استفاده از پروتکل  از نمونه RNAاستخراج 

از ادرار را داخل میکروتیوب ریخته  ml2مربوطه انجام شد. 
دقیقه سانتریفیوژ شدند.  5و به مدت  rpm02111و با دور 
کلروفرم  λ511ترایزول و  λ511هر میکروتیوب  سپس به

دقیقه سانتریفیوژ  5و به مدت  rpm02111اضافه و با دور 
شدند. فاز بی رنگ بالایی را به میکروتیوب جدید انتقال داده 

و  rpm02111ها اضافه و با دور  ایزوپروپانل به آن λ511و 
ته دقیقه سانتریفیوژ شدند. مایع رویی بیرون ریخ 5به مدت 

 λ511 شد و رسوب نگهداری شد. سپس دوبار توسط
% شست و شو داده و سانتریفیوژ شدند. در انتها 71اتانول 

مایع رویی بیرون ریخته شد و رسوب در دمای اتاق به مدت 
دقیقه به صورت نسبی خشک شد و به هر  01-5

افزوده شد. سپس  Nuclease freeآب  λ21 میکروتیوب
 ,Thermo scientificه نانودراپبا استفاده از دستگا

USA) کمیت )RNA  های استخراج شده بر اساسµlng/ 

 نانومتر 201به  201نسب جذب ها بر اساس  و کیفیت آن
های استخراج شده تا سنتز RNAمورد بررسی قرار گرفت. 

cDNA  درجه سانتی گراد نگهداری شدند. -01در 
 
  cDNAسنتز 

 ( ,PARSGENOMEتوسط کیت cDNAسنتز 
(PARSGENOME MiR-Amp Kit Iran  طبق

های استخراج شده انجام  RNAپروتکل کیت مربوطه از 
درجه  -21 در Real-time PCR شد و تا زمان انجام

 سانتی گراد نگه داری شدند.
 

 qRT-PCR  
در این پژوهش به منظور تکثیر و ارزیابی کمی بیان 

miR-25  واکنشqRT-PCR به روش سایبرگرین با 
 ( ,SYBR Green Master mix Takaraاستفاده از

(Japan  طبق پروتکل و شرایط دمایی و زمانی مشخص
انجام شد. دقت، حساسیت بالا و هزینه کمتر دلیل انتخاب 

انجام  µl04این روش برای بررسی بود. واکنش در حجم 
 µl7 SYBR Green Master شد که شامل

Takara mix ،µl0 ( پرایمرpmol01 ،)µl3 cDNA  رقیق
آب دوبار تقطیر بود.  µl3و  4به  0شده به نسبت 

12 min,  –°C  95 Polymerase activation
 –°C  60 Annealing 15 sec, –°C  Denaturation95

15 sec –°C  Extension 72 30 sec, ها  و تعداد سیکل
به عنوان کنترل داخلی  snRNA-U6تنظیم شد. از  40

ها به صورت دو بار  م از نمونهاستفاده شد. برای هر کدا
گذاشته شد. همچنین برای  Real-time PCR)دابل( 

microRNA  وU6-snRNA( یک کنترل منفی ،NTC )
( جهت تکثیر است cDNAگذاشته شد که فاقد رشته الگو )

در نهایت برای  که در نتیجه هیچ نموداری رویت نشد.
طعات اطمینان از انجام تکثیر و میزان اختصاصی بودن ق

گارز  % استفاده شد. توالی 2حاصل، از الکتروفورز ژل آ
 آورده شده است. 0در جدول شماره  miR-25پرایمر 
 

 آنالیزهای آماری داده ها
 Real-timeهای حاصل از انجام تجزیه و تحلیل داده
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 PCRافزار با استفاده از نرم REST 2009 و محاسبات
 P<0.05انجام گردید و  SPSS22آماری با استفاده از 

 معنی دار در نظر گرفته شد.
 
 نتایج

مبتلا به سرطان پروستات و  اطلاعات بالینی بیماران
آورده  2شماره  بر اساس نتایج پاتولوژی در جدولم افراد سال

 شده است.
های پاتولوژیکی نشان داد در  نتایج حاصل از بررسی

 PSAبعضی موارد افراد مبتلا به سرطان پروستات دارای 
نرمال بودند و همچنین افراد سالم نیز در بعضی موارد دارای 

PSA های   بالا بودند. نتایج حاصل از تجزیه و تحلیل داده

miR-25  نشان داد که اینmicroRNA  در ادرار افراد
بیان  کاهشمبتلا به سرطان پروستات نسبت به افراد سالم 

دارد که مقدار بیان آن  (p= 0.001)داری  معنی
(Foldchangeبرابر با ) باشد. همچنین میزان  می 0.442

به طور مجزا در گروه افراد مبتلا به سرطان  miR-25بیان 
پروستات متاستاتیک و غیر متاستاتیک بررسی شد که میزان 
بیان بین این دو گروه اختلاف معنی داری را نشان داد به 

دار  بیان معنیکاهش نحوی که در گروه متاستاتیک 
(p=0.002 بیشتری را نسبت به گروه غیر متاستاتیک )
(p=0.045نشان داد )( میزان بیان .Fold change )miR-

و در گروه غیر متاستاتیک  1در گروه متاستاتیک برابر با  25
 (.0 به دست آمد )شکل 0.662

 
 miR-25توالی پرایمر -1جدول 

Tm Reverse Primer Forward Primer microRNA 

59.6 5’- GCACTGTCAGACCGAGACAA -3’ 5’- TGTTGAGAGGCGGAGACTTG -3’ miR-25 

 
 اطلاعات کلینیکی و پاتولوژی افراد مبتلا به سرطان پروستات و افراد سالم -2جدول 

 
افراد مبتلا به سرطان 

 پروستات
 گروه غیر متاستاتیک گروه متاستاتیک

 افراد سالم
 بیوپسی منفی()نتیجه 

 31 30 32 71 تعداد

     میانگین سن )سال(
Range 

137/0 03/03 
07-45 

001/0 02/71 
07-45 

235/0 00/03 
00-40 

324/0 37/05 
04-52 

 سرم PSAمیانگین

(ng/ml)      
Range 

774/3 131/00 
0/071-0 

041/7 334/30 
0/071-7/4 

503/1 770/0 
20-0 

530/1 103/7 
2/03-2 

 

 
 

افراد مبتلا به سرطان پروستات نسبت به افراد در افراد مبتلا به سرطان پروستات، گروه متاستاتیک و غیر متاستاتیک.  miR-25میزان بیان  -1شکل
 دهند. داری را نشان می بیان معنی کاهشسالم و همچنین گروه متاستاتیک نسبت به غیر متاستاتیک 
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 بحث
وجود عوامل  امروزه به علت تغییرات سبک زندگی و

احتمال بروز سرطان افزایش پیدا کرده است به طوری  زا سرطان
 که آمار ابتلا به سرطان سال به سال در حال افزایش است.

از جمله سرطان پروستات اگر به موقع ها  سرطان
تشخیص داده شوند قابل درمان بوده و باعث افزایش طول 

های  شود. اغلب روش می درمانیهای  عمر و کاهش هزینه
بوده و یا از اختصاصیت و حساسیت  تشخیصی تهاجمی

بالایی برخوردار نیستند. در تشخیص سرطان پروستات 
استفاده از روش تشخیصی نمونه برداری از بافت )بیوپسی( 
 کاملا تهاجمی بوده و به دلیل درد و آسیبی که به بیمار وارد

کند اکثر بیماران تا مراحل پیشرفته سرطان که دیگر قابل  می
تمایلی به انجام آن ندارند. روش تشخیصی درمان نیست، 

( در PSAاندازه گیری میزان آنتی ژن اختصاصی پروستات )
خون نیز از اختصاصیت و حساسیت بالایی برخوردار نیست 

دیگر مانند التهاب پروستات های  زیرا در بیماری
( BPH)پروستاتیت( و هایپرپلازی خوش خیم پروستات )

و یا در صورت ابتلا به سرطان  رود می بالا PSAنیز میزان 
پروستات ممکن است مقدار آن طبیعی باشد. روش 

( است DREتشخیصی دیگر که معاینه انگشتی رکتوم )
توان به تغییر شکل و اندازه  می خیلی دقیق نیست و فقط

 پروستات پی برد.
اخیر انواع زیادی از بیومارکرهای تشخیصی های  در سال

بیولوژیکی های  فاده از نمونهبرای تشخیص سرطان با است
بیماران معرفی شد که این بیومارکرها اغلب از جنس پروتئین 
یا اسید نوکلئیک هستند اما به دلیل مشکلاتی از جمله 

بالا و های  اختصاصیت و حساسیت پایین، ناپایداری، هزینه
سایر مشکلات در روند بررسی آزمایشگاهی اغلب این 

قرار نگرفت و یا مورد تایید بیومارکرها مورد استفاده 
 بهداشت جهانی قرار نگرفت.های  سازمان

microRNA  توانند به صورت  می به دلیل این کهها
گردشی در خون و دیگر مایعات زیستی بدن به صورت 

حضور پیدا ها  پایدارتر و با نیمه عمر طولانی تر از پروتئین
ز تواند سرطان را ا می ها کنند و بررسی پروفایل آن

دیگر متمایز کند امروزه بیشتر از بیومارکرهای های  بیماری
 .]0[ پروتئینی مورد توجه محققان است

E. Zoni  های  تکنیک با 5102و همکاران در سال
RNA isolation and real-time qPCR  بیان متمایز

miR-25 و پروستات خوش ها  درسرطان پروستات، سلول
پروفایل  بنیادی اپیتلیال بررسی قرار دادندهای  خیم سلول

 RT-microRNA PCRبا انجام microRNAبیان 
array انجام شده و داداها را با SNORD48 وU6RNA 

بنیادی های  یزه کردند. و در یافتند که بیان آن در سلوللنرما
یابد.و افزایش آن نشانی از  می افزایش سرطان پروستات

باشد. و در این مطالعه تعدادی ژن که این  می پیشرفت تومور
 اثر تنظیمی مارکر بر انها اثر دارد نیز بررسی شدند و

 .]3[ روی آن بررسی شده است 0و7-اینتگیرین الفا
Qiang L  به بررسی  2103و همکارانش در سال

و اثر مهار کننده ی آن با هدف قرار دادن  miR-25 عملکرد
در سرطان کلون پرداختند.در این مطالعه نقش  smad7ژن 

miR-25  در پیشرفت سرطان کلون مورد بررسی قرار
بافت کلون در این های  گرفته است. با استفاده از نمونه

بافت تومور اولیه فریز شده و به همین تعداد بافت 21مطالعه 
ها  غیر سرطانی متناظر مورد بررسی قرارگرفت.سپس سلول

کشت داده شدند سنتز اولیگونوکلوئید و ترانسفیکشن انجام 
مورد بررسی  (qRT-PCR) گردید. سپس پروفایل بیانی با

انجام شده ها  قرار گرفته است.و سپس تست پایداری سلول
و تست تشکیل کلونی انجام شده و سپس انالیز است 

Western blot  انجام گردیده است و سپس تست فعالیت
لوسیفراز انجام شده است و سپس تست رشد آزمایشگاهی 

 miR-25مشخص کرد که  تومور انجام شده است. و نتیجه
سرطانی کلون های  نقش اساسی در تکثیر و مهاجرت سلول

هده دارد و میزان آن در بافت سرطان بر ع smad4با اثر بر 
 .[10] یابد می کلون کاهش

 
 نتیجه گیری

در miR-25 نشان داد که نتایج حاصل از این مطالعه
افراد مبتلا به سرطان پروستات نسبت به افراد سالم کاهش 

داشته است و همچنین بررسی که بین گروه  داری بیان معنی
متاستاتیک و غیر متاستاتیک انجام شد نشان داد که تغییر 

داری دارد و در  بین دو گروه اختلاف معنیmiRNA بیان این
گروه متاستاتیک نسبت به غیر متاستاتیک کاهش بیان 
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 بیشتری داشت. امید است با تحقیقات بیشتر در حوزه
miRNAفاده ازو سرطان، است miRNA ها به عنوان یک

های  روش تشخیصی غیر تهاجمی و دقیق جایگزین تست
شود، که با تشخیص به ها  تشخیصی فعلی در آزمایشگاه

موقع سرطان، قبل از رسیدن به درجات بالاتر و متاستاز به 
بدن بتوان زودتر درمان را شروع کرد و طول های  دیگر بخش

 داد. عمر بیماران مبتلا را افزایش
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Abstract 
Prostate cancer is the most common cancer in men. Screening is recommended by examining prostate-

specific antigen (PSA) levels and performing accurate rectal tests, but there are still problems with the 

specificity and sensitivity of these tests. A group of diagnostic biomarkers are microRNAs, a class of 

small non-coding RNAs that play a broad regulatory role in molecular signaling pathways in the cell. 

The aim of this study was to investigate the changes in the expression level of miR-25 in the urine of 

patients with prostate cancer (metastatic and non-metastatic groups) and healthy individuals. 70 urine 

samples from prostate cancer patients (32 metastatic and 38 non-metastatic) and 30 from healthy 

subjects with negative biopsy reports were collected. RNA was extracted with Trizol and cDNA was 

synthesized with PARSGENOME MiR-Amp Kit. The expression level of miR-25 in the urine was 

detected by quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR). Statistical 

analysis of data was calculated with REST 2009. The results showed that miR-25 significantly 

reduced expression in patients with prostate cancer compared to healthy individuals (P = 0.001). Also, 

miR-25 in the metastatic group (P = 0.002) had a lower expression than the non-metastatic group (P = 

0.045) compared to healthy individuals. The results of this study showed that miR-25 had a significant 

decrease expression in patients with prostate cancer compared to healthy individuals. It is hoped that 

more research will be able to use this marker to diagnose prostate cancer more quickly and accurately. 

. 
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