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Background Esophageal Squamous Cell Carcinoma (ESCC) is the seventh most common and lethal malig-
nancy worldwide with a high incidence in Iran. Esophageal cancer has a poor prognosis and low 5-years 
survival rate. Despite several studies on esophageal cancer, its underlying mechanism remains unclear. 
Therefore, it is significant to analyze the molecular factors involved in disease for introducing effective di-
agnosis and therapeutic approaches. Accordingly, the aberrant expression of miRNA was demonstrated 
in the etiology of esophageal cancer, and applying them as detecting biomarkers was further considered 
by researchers. This study aimed to evaluate the expression level of miRNA-138 in the tumor tissues of 
ESCC and normal adjacent tissues. 
Objective In total, 35 samples of tumor and normal tissues of the esophagus were collected from ESCC 
patients. 
Methods Then, RNA extraction was conducted and the expression level of miRNA-138 was assessed in 
the collected tissue samples, applying real-time RT-PCR. Moreover, the relationship between the miR-
NA-138 expression level and the patient’s clinical characteristics was assessed. 
Results According to the obtained results, the expression of miR-138 was significantly downregulated 
in the tumor tissues of ESCC, compared to normal adjacent tissues (P<0.05). Additionally, the level of 
miRNA-138 downregulation was significantly correlated with tumor differentiation degree and metas-
tasis status (P<0.05).
Conclusion The significant downregulation of miRNA-138 in the tumor samples of ESCC indicated the 
role of this epigenetic alteration in esophageal carcinogenesis. Therefore, applying the miRNA-138 could 
be considered as a potential molecular biomarker for ESCC diagnosis and screening.
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Extended Abstract

1. Introduction

sophageal cancer, as a lethal malignancy, 
is the seventh most frequent cancer and 
the sixth cause of cancer death worldwide; 

it occurs at high incidence in the countries located in the 

Asian esophageal cancer belt region. It has low survival, 
poor prognosis, and the highest incidence rate in Iran [1-
3]. Radiotherapy, chemotherapy, and esophagostomy are 
the most common treatment approaches for esophageal 
cancer. Despite numerous improvements in diagnosis and 
multimodality therapy, the overall 5-years survival rate re-
mains low. Moreover, >85% of esophageal cancer patients 
die within 2 years of diagnosis [4, 5]. Several genetic and 
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epigenetic alterations, as well as environmental factors, 
are involved in the carcinogenesis of esophageal cancer, 
however; its precise underlying mechanism remains un-
discovered. Therefore, investigating the molecular altera-
tions of esophagus cancer is essential for improved early 
detection and effective treatment. Alteration in microRNAs 
(miRNA) expression represents a main epigenetic change 
in the carcinogenesis process. Additionally, miRNAs, are a 
class of small-regulatory non-coding RNA, i.e., critical in 
basic physiological processes. It can post-transcriptionally 
regulate gene expression through transcript degradation or 
translation inhibition. Aberrant miRNA expression is in-
volved in the etiology of human cancers, including esopha-
geal cancer and their expression pattern can be applied as 
useful biomarkers for cancer diagnosis [6, 7]. In this regard, 
researchers focused to identify new cancer miRNA bio-
markers. Otherwise, miRNA expression varies according to 
cancer type, disease stage, and tumor histological charac-
teristics [8]. Thus, identifying miRNA involved in esopha-
geal cancer can provide great insight into its tumorigenesis 
and facilitate improved therapies. In the present study, the 
expression level of miRNA-138 was evaluated in fresh 
tumors and normal esophageal tissues, and its association 

was assessed with the clinicopathological characteristics of 
patients. 

2. Methods

In total, 35 samples of tumor tissues along with adja-
cent normal tissues of the esophagus were collected from 
patients referring to Imam Khomeini Hospital following 
esophagectomy. All obtained samples were confirmed for 
origination from the esophagus and the status of differentia-
tion was identified by pathological examination. The study 
was performed at Payame Noor University in 2020. This 
study was approved by the Ethics Committee of Payame 
Noor University (Code: IR.PNU.REC.1399.078). Follow-
ing sample collection, total RNA was isolated applying 
TriPure Isolation Reagent (Roche, Germany) according 
to the manufacturer’s procedure. After removing the ge-
nomic DNA with RNase-free DNase I (Fermentas, INC, 
MD, USA), cDNA synthesis was performed by miScript II 
RT Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manu-
facturer’s protocol. Subsequently, real-time PCR was ap-
plied to evaluate the expression level of miRNA-138 using 
miScript SYBR Green kit (Qiagen, Hilden, Germany) on 
Light Cycler 4 system (Roach, Basel, Switzerland). The 

Table 1. The relationship between miRNA-138 downregulation level and clinicopathological characteristics of esophageal cancer 
patients esophagus patients

Characteristic
miRNA-138 Downregulation level

X2 P
<69% >69%

Gender 3.44 0.064

Male 13(72.2) 5(27.8)

Female 7(41.2) 10(58.8)

Age, y 1.94 0.163

<64 14(66.7) 7(33.3)

>64 6(42.9)  8(57.1)

Tumor differentiation degree 6.63 0.036

Poor 6(35.3) 11(64.7)

Moderate 5(71.4) 2(28.6)

Well 9(81.8) 2(18.2)

Metastasis 5.84 0.016

Yes 3(27.3) 8(72.7)

No 17(70.8) 7(29.2)
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reaction mixture was prepared in the total volume of 25 
μL containing 10 μL of SYBER Green Master Mix, 2 μL 
specific forward primer, 2 μL reverse primer (miScript Uni-
versal Primer), 2 μL of cDNA, and an adequate quantity 
of PCR grade water. RNU6B (MiScript PCR Control, Qia-
gen, Hilden, Germany) gene was used as an internal con-
trol. All reactions were performed in triplicate. Statistical 
analysis was performed using SPSS. The Pearson’s correla-
tion coefficient and Chi-squared test were used to analyze 
the associations between miRNA-138 expression and the 
clinicopathological characteristics. P<0.05 was considered 
statistically significant.

3. Results

The expression level of miRNA-138 was assessed in 
tumor and adjacent normal esophageal tissues per patient 
by real-time PCR. Totally, 35 patients (18 males & 17 fe-
males) were explored in this study. The age range of the 
patients at the time of diagnosis was 47-88 years with a 
mean of 64 years. According to the obtained results, the 
expression of miR-138 was considerably decreased in tu-
mor tissues, compared with normal adjacent tissues (n=35; 
P<0.05). The relative expression of miRNA-138 in tumor 
tissues was 69% lower than that in the normal tissues. The 
patients were grouped into a<69% downregulation group 
and a>69% downregulation group according to the mean 
of downregulation level (69%), i.e., used as the cutoff point. 
The correlation between miRNA-138 expression and clini-
copathological characteristics was assessed by statistical 
analysis (Table 1). Accordingly, there was no significant 
correlation between miRNA-138 downregulation level and 
gender (P=0.064) or the age (P=0.163) of patients. How-
ever, the level of miRNA-138 reduction was significantly 
associated with the differentiation degree of the tumors 
(P=0.036) and lower levels of miRNA-138 expression 
were observed in the poorly differentiated samples. In other 
words, patients at the late stages of disease had a higher pos-
sibility of miRNA-138 downregulation, compared to early 
stages patients. Moreover, a significant correlation was ob-
served between the metastasis occurrence and miRNA-138 
decreased level (P=0.016); patients with a lower level of 
miRNA-138 expression had a higher chance of metastasis 
and aggressive malignancy. 

4. Discussion and Conclusion

Esophageal cancer is a complicated disease with a poor 
prognosis, low survival rate, and high incidence in Iran. 
However, its exact molecular mechanism is less known 
and demands further investigation. According to the present 
study, miRNA-138 was downregulated in esophageal tumor 
tissues; however, it was expressed at a considerably higher 

level in the adjacent normal tissues. Moreover, the level of 
downregulation was significantly related to the differentia-
tion degree and metastatic behavior of tumors. The signifi-
cant downregulation of miRNA-138 in esophageal cancer 
indicated the role of this epigenetic alteration in esophageal 
carcinogenesis. Thus, miRNA-138 could be potentially con-
sidered as a molecular biomarker for esophageal cancer.
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مقاله پژوهشی

بررسی میزان بيان miRNA-138 در سرطان سلول سنگ‌فرشی مری و ارتباط آن با پارامترهای 
کلینیکی در جمعیت بیماران ایرانی

زمینه سرطان سلول سنگ‌فرشی مری هفتمین بدخیمی شایع و کشنده در جهان است که شیوع زیادی در ایران دارد. پیش‌آگهی 
سرطان مري ضعيف بوده و بقاي پنج ساله بيماران ناچیز است. با وجود مطالعات صورت‌گرفته روی این سرطان، هنوز مکانیسم دقیق 
آن مشخص نشده است. بنابراین، بررسي عوامل مولکولی دخيل در اين بيماري برای يافتن راه‌هاي تشخيصی و درمانی اهمیت دارد. در 
این رابطه تغییرات miRNAها در سرطان مری نشان داده شده و محققین به کاربرد آن‌ها به‌عنوان بیومارکرهای تشخیصی سرطان مری 

توجه کرده‌اند.
هدف در این مطالعه میزان بیان miRNA-138 در بافت توموری و بافت نرمال مجاور ارزیابی شده است.

روش‌ها برای انجام این پژوهش که در آزمایشگاه دانشگاه پیام نور در سال 1399 انجام شد، 35 نمونه بافت توموری سرطان مری و بافت 
نرمال مجاور از بیماران مراجعه‌کننده به بیمارستان امام خمینی تهران جمع‌آوری شد. سپس استخراج RNA انجام شده و میزان بیان 
miRNA-138 در نمونه‌های بافتی با روش real time RT-PCR ارزیابی شد. همچنین رابطه بین تغییرات بیان miRNA-138 با پارامترهای 

کلینیکی بیماران نیز بررسی شد.
یافته‌ها بر اساس نتایج، بیان miRNA-138 در بافت توموری سرطان مری به طور معنی‌داری نسبت به بافت نرمال کاهش یافته است 
)P<0/05(. همچنین ارتباط معنی‌داری بین کاهش بیان miRNA-138 در بافت توموری با درجه تمایز تومورها و وضعیت متاستاز آن‌ها 

.)P<0/05( مشاهده است
نتیجه‌گیری کاهش بیان miRNA-138 در سرطان سلول سنگ‌فرشی مری نشان‌دهنده نقش این تغییر اپی‌ژنتیکی در سرطان‌زایی مری 
است. بنابراین، کاربرد miRNA-138 به‌عنوان یک بیومارکر مولکولی بالقوه برای شناسایی و پیگیری سرطان مری می‌تواند مد نظر قرار گیرد.

کلیدواژه‌ها:
سرطان سلول 

سنگ‌فرشی مری، 
miRNA-138، کاهش 

بیان، بیومارکر، تشخیص
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مقدمه

امروزه سرطان‌ها به‌منزله بیماری شایع و کشنده چالشی بزرگ 
برای جوامع گوناگون محسوب شده و دومین عامل مرگ‌ومیر 
افراد زیر 70 سال در جهان هستند. در این راستا، سرطان مري 
هفتمین سرطان شایع و ششمین عامل مرگ ناشی از سرطان 
در جهان بوده و ميزان شيوع آن در ایران نیز زیاد است ]1[. با 
وجود اینکه از دیدگاه هیستولوژیکی، دو نوع اصلی از سرطان مری 
شامل کارسینومای سلول سنگ‌فرشی مری و آدنوکارسینومای 
نوع  از  سرطان  این  درصد   90 از  بیش  اما  دارد،  وجود  مری 
کارسینومای سلول سنگ‌فرشی است. میزان بروز این سرطان در 

مناطق گوناگون دنیا، متفاوت بوده و بالاترین میزان وقوع آن در 
منطقه کمربند آسیایی سرطان مری مشاهده شده است که شامل 
نواحی جنوب شرقی و مرکزی آسیا و از جمله کشور ایران است 
]2[. این سرطان در ایران، دومین سرطان شایع در مردان بوده و 
جایگاه سوم را در بین زنان ایرانی داراست و شیوع آن در نواحی 
شمالی ایران به ویژه استان گلستان و منطقه بندر ترکمن زیاد 
است ]3[. رایج‌ترین روش‌های درمانی برای سرطان مری شامل 
شیمی درمانی، پرتو درمانی و جراحی برای برداشت بافت توموری 
با این وجود، تشخیص این سرطان در مراحل پیشرفته  است. 
بیماری صورت گرفته و میزان بقای پنج ساله بیماران پس از 
درمان بسیار کم بوده و میزان مرگ بیماران پس از تشخیص 

* نویسنده مسئول: 
مريم زارع
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بیش از 85 درصد است ]5،4 [. با وجود مطالعات صورت‌گرفته و 
تعیین نقش عوامل ژنتیکی و محیطی در بروز این سرطان، هنوز 
مکانیسم بیماری‌زایی آن دقیقاً مشخص نشده است. لذا شناسایی 
روش‌های  ارائه  برای  مری  سرطان  در  مؤثر  مولکولی  تغییرات 

دقیق‌تر تشخيص و درمان اهمیت ويژه‌اي دارد.

یکی از تغییرات اپی‌ژنتیکی مؤثر در روند سرطان‌زایی، تغییر 
 RNA مولکول‌های بیان miRNAهاست. miRNAها  الگوی  در 
فرايندهاي  از  بسياري  در  که  هستند  غیرکدکننده  و  کوچک 
miRNA فيزيولوژيکي و سلولی نقش تنطیمی دارند. نقش اصلی

ها در سلول، تنظیم بیان ژن پس از فرایند رونویسی است و از 
طریق اتصال به مناطق UTR-’3 در رونوشت‌ها، سبب توقف فرایند 
ترجمه و یا تجزیه رونوشت می‌شوند. بر اساس مطالعات مختلف، 
تغییرات بیان miRNAها در ايجاد بیماری‌های گوناگون و از جمله 
سرطان‌ها مؤثر است ]6[. به علاوه، برخی مطالعات نشان داده‌اند 
که الگوی بیانی این مولکول‌ها می‌تواند به شکل بیومارکرهایی در 
سرطان‌ها کارآرایی داشته باشد ]7[. از این رو امروزه مطالعات 
انجام   miRNA بیومارکرهای  معرفی  و  شناسایی  برای  زیادی 
می‌گیرد تا بتوان آن‌ها را جایگرین روش‌های تشخیصی تهاجمی 
برای سرطان‌ها و از جمله سرطان مری کرد. بیومارکرهای خونی 
اغلب برای تشخیص مراحل اولیه سرطان سلول سنگ‌فرشی مری 
بیان miRNAها در سرطان‌های گوناگون  الگوی  دارند.  کاربرد 
پارامترهایی چون خصوصیات  با  آن،  بر  علاوه  و  بوده  متفاوت 
بالینی و چگونگی  بیماری، علائم  تومور، شدت  هیستولوژیکی 
پاسخ به شیمی درمانی نیز مرتبط است ]8[. بنابراین شناسایی و 
تعیین انواع miRNAهای دخیل در ایجاد سرطان مری علاوه بر 
آشکار نمودن بخشی از مکانیسم‌های مولکولی این سرطان، برای 
معرفی بیومارکرهای کاربردی هم حائز اهمیت است. بر این اساس 
در این مطالعه تغییرات بیان miRNA-138 در بافت توموری و 
نرمال بیماران مبتلا به سرطان سلول سنگ‌فرشی مری مطالعه 
شد و ارتباط آن با پارامترهای کلینیکی بیماران نیز ارزیابی گردید.

روش‌ها

نمونه‌های بافتی: در این مطالعه، نمونه‌های بافت توموری مری 
به همراه بخشی از بافت نرمال مجاور از بیماران مبتلا به سرطان 
سلول سنگ‌فرشی مری که تحت عمل جراحی برداشتن تومور  
قرار گرفته‌اند، به دست آمد. این پژوهش، در آزمایشگاه دانشگاه 
پیام نور در سال 1399 انجام شد و برای انجام آن 35 نمونه بافت 
توموری سرطان مری و بافت نرمال مجاور از بیماران مراجعه‌کننده 
به بیمارستان امام خمینی تهران جمع‌آوری شد. بیماران شامل 
18 مرد و 17 زن بودند. محدوده سنی بیماران 47 تا 88 سال با 
میانگین سنی 64 سال بوده، همچنین 11 نمونه توموری دارای 
از نظر درجه تمایز  متاستاز و 24 نمونه فاقد متاستاز بوده‌اند. 
تومورها نیز 17 نمونه در وضعیت Poor Differentiated و 7  

نمونه در وضعیت Moderate Differentiated و 11 نمونه در 
وضعیت Well Differentuated بوده‌اند.

همه نمونه‌های بافتی بلافاصله پس از عمل جراحی دریافت 
شده و پس از قرارگیری در ظرف محتوی ازت مایع به آزمایشگاه 
تا زمان استفاده برای  منتقل شدند. نمونه‌های جمع‌آوری‌شده 
استخراج RNA، در دمای 80- درجه نگهداری شدند. بررسی‌ها و 
آزمایشات پاتولوژیکی برای تأیید منشا بافتی نمونه‌ها و تعیین نوع 

کارسینومای سلول سنگ‌فرشی مری انجام شد.

نمونه‌های  از  کل   RNA استخراج  برای   :RNA استخراج 
 TriPure (Roche, معرف  از  نرمال،  و  توموری  بافت 
(Mannheim,Germany استفاده شده و مراحل کار بر اساس 
پروتکل مربوطه انجام گردید. به این منظور، ۱ ميلي‌ليتر معرف 
هموژنیزه‌شده  بافتی  نمونه  میلی‌گرم  به حدود 100   TriPure
اضافه گردید و سپس به مدت ۵ دقيقه در دماي اتاق انکوبه شد. 
پس از آن ۲۰۰ ميکروليتر کلروفرم به نمونه اضافه شده و پس 
از ۱۵ ثانيه تکان شدید و 2 تا 15 دقيقه انکوباسیون در دمای 
 ۴ C° ۱2۰۰۰ و در دماي g اتاق، نمونه به مدت ۱۵ دقيقه در
سانتريفيوژ شد. سپس فاز رويي محتوي RNA جدا شده و به ويال 
ديگر منتقل گشت و به ميزان هم حجم محلول، به آن ايزوپروپانل 
اضافه شد. سپس ۱۰ دقيقه در دمای اتاق انکوبه شده و پس از 
آن ۱۰ دقيقه در g ۱2۰۰۰ و در دماي C°۴ سانتريفيوژ گردید 
تا RNA رسوب کند. رسوب RNA پس از شست‌وشو با اتانول 
۷۵ درصد، در ۲۰ ميکروليتر آب DEPC حل شده و به مدت 10 
الی 15 دقيقه در دماي C°۵۵ انکوبه شد. در ادامه، برای برطرف 
با  به‌دست‌آمده   RNA ،ژنومی DNA با آلودگی احتمالی  کردن 
 RNAase (Fermentase INC, MD, عاری از DNAase محلول

(USA تیمار گردید.

سنتز cDNA و انجام Real time RT-PCR: سنتز cDNA با 
miScript II RT Kit (Qiagen, Hilden, Ger�  استفاده از کیت 

(many و بر اساس پروتکل مربوطه انجام شد. بر این اساس، 
 A ها توسط آنزیم پلیmiRNA فرایند پلی آدنیله شدن انتهای
پلیمراز و سپس سنتز cDNA توسط پرایمر oligo-dT و آنزیم 
ترانس کریپتاز معکوس به موازات هم و در یک مخلوط واکنش 
انجام شد. به این منظور، مخلوط واکنش در حجم نهایی 20 
 2 ،5x miScript HiFlex  بافر میکرولیتر شامل 4 میکرولیتر 
miS�  10، 2 میکرو لیترx miScript Nucleics Mix  میکرولیتر 

cript Reverse Transcriptase Mix، 1 میکروگرم RNA کل 
استخراج شده و مقدار لازم RNase-free water تهیه گردید. 
سپس مخلوط واکنش به مدت 60 دقیقه در دمای 37 درجه 
انکوبه شده و متعاقبا برای توقف عمل سنتز، به مدت 5 دقیقه در 

دمای 95 درجه قرار گرفت.

بعد از سنتز cDNA، سنجش میزان بیان miRNA-138 طی 

مريم زارع. بررسی میزان بيان miRNA-138 در سرطان سلول سنگ‌فرشی مری و ارتباط آن با پارامترهای کلینیکی در جمعیت بیماران ایرانی

http://journal.gums.ac.ir/index.php?&slct_pg_id=38&sid=1&slc_lang=fa


113

تابستان 1400. دوره 30. شماره 2

واکنش real time PCR انجام شد. این واکنش با استفاده از کیت 
 miScript SYBR Green kit (Qiagen, Hilden, Germany)
شد.  انجام   miRNA-138 اختصاصی پرایمر  توالی  همراه  به  و 
 miRNA که مشابه توالی این miRNA-138 پرایمر اختصاصی
است به‌منزله پرایمر Forward و پرایمر Universal که منطبق 
انتهای cDNA سنتز شده است،  بر توالی ثابت اضافه شده در 
به‌منزله پرایمر Reverse استفاده شد. مخلوط واکنش در حجم 
 SYBER Green نهایی 25 میکرولیتر شامل 10 میکرولیتر بافر
میکرولیتر   2  ،Forward پرایمر  میکرولیتر   2  ،Master Mix
پرایمر Reverse (miScript Universal Primer)، 2 میکرولیتر 
cDNA و حجم مناسبی آب عاری از Rnase آماده شد. واکنش 
 (Roach, Basel, 4 LightCycler در دستگاه real time PCR
 RNU6B (MiScript انجام شد. همچنین از ژن Switzerland)
(PCR Control, Qiagen,Hilden,Germany به‌عنوان کنترل 
داخلی بیان ژن و برای نرمالیزه کردن بیان ژن استفاده و همه 
ادامه،  در  شد.  انجام  جداگانه  سری  سه  در   PCR واکنش‌های 
براساس داده‌های حاصل از واکنش real time PCR و تعیین 
کنترل  ژن  و   )miRNA-138( هدف  ژن  به  مربوط   CT میزان 
داخلی )RNU6B(، میزان CT) ΔCT کنترل – CT ژن هدف = 
 ΔCT( به دست آمده و تغییرات بیان )fold change( با استفاده 

از فرمول ΔΔCT-2 محاسبه شد.

 miR� نآنالیز آماری: برای بررسی نتایج و ارزیابی میزان بیان
NA-138 از نرم‌افزار Spss نسخه 20 استفاده شد. مقایسه بیان 
miRNA-138 در بافت توموری و نرمال و نیز ارتباط بین میزان 
کاهش بیان miRNA-138 با پارامترهای کلینیکی و پاتولوژیکی 
 Pearson’s chi-squared( بیماران با آزمون مربع کای پیرسون

test( ارزیابی شد. سطح معنی‌داری ارزش P کمتر از 0/05 در 
نظر گرفته شد. 

نتایج

در این مطالعه میزان بیان miRNA-138 در سرطان سلول 
سنگ‌فرشی مری سنجش و ارزیابی شد. به این منظور، مجموعاً 
از 35 نمونه بافت توموری بیماران مبتلا به سرطان مری به همراه 
بافت نرمال مجاور آن استفاده شد. بیماران شامل 18 مرد و 17 
زن بودند. محدوده سنی بیماران 47 تا 88 سال با میانگین سنی 

64 سال )‌8/3±‌64( بوده است )جدول شماره 1(. 

نتایج ارزیابی real time RT-PCR نشان داده است که سطح 
بیان miRNA-138 در بافت توموری مری در مقایسه با بافت 
 )P<0/05( است  یافته  کاهش  معنی‌داری  طور  به  مری  نرمال 
)تصویر شماره 1(. بر اساس نتایج به‌دست‌آمده، در نمونه‌های بافت 
توموری، بیان miRNA-138 به طور متوسط حدود 69 درصد  

)‌10/2±‌69( کمتر از نمونه‌های بافت نرمال مری مشاهده است.

نمونه‌های توموری بر اساس میزان کاهش بیان  miRNA-138و 
با در نظر گرفتن میزان متوسط کاهش بیان 69 درصد به عنوان حد 
مرزی، به دو گروه تقسیم شدند: نمونه‌هایی که بیشتر از 69 درصد 
)>‌69٪( کاهش بیان داشته‌اند و نمونه‌هایی که کمتر از 69 درصد 
)<69٪( کاهش بیان نشان داده‌اند. متعاقباً ارتباط بین وضعیت 
بیماران با میزان کاهش بیان miRNA-138 ارزیابی شد. بر اساس 
نتایج به‌دست‌آمده، از بین 18 بیمار مرد، 27/8 درصد در گروه 
کاهش بیان بیشتر از 69 درصد )>69٪( و 72/2 درصد در گروه 
کاهش بیان کمتر از 69 درصد )<69٪( قرار گرفته‌اند. از میان 17 

تصویر 1. کاهش بیان miRNA-138 در سرطان سلول سنگ‌فرشی مری
نتایج به‌دست‌آمده از سنجش Real time RT-PCR نشان داده است که بیان miRNA-138 در بافت توموری کارسینومای سلول سنگ‌فرشی مری به میزان 69 درصد 

.)P<0/05( نسبت به بافت نرمال مری کاهش می‌یابد
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بیمار زن نیز، 58/8 درصد در گروه کاهش بیان بیشتر از 69 درصد 
)>69٪( و 41/2 درصد در گروه کمتر از 69 درصد )<69٪( قرار 
داشته‌اند )تصویر شماره 2(. با وجود اینکه کاهش بیان بیشتری در 
میان زنان بیمار مشاهده شد، اما ارتباط آماری بین جنسیت بیماران 

)P=0/064( با میزان کاهش بیان معنی‌دار نبوده است

از نظر محدوده سنی، 60 درصد بیماران کمتر از سن متوسط 
)64 سال( و 40 درصد بیشتر از سن متوسط )64 سال( داشته‌اند. 
بر اساس نتایج، به نظر می‌رسد که شدت کاهش بیان miRNA در 
بیماران با سن بالاتر، بیشتر بوده است؛ به طوری که در 57 درصد 
 miRNA-138 بیماران با سن بالاتر )محدوده سنی >64(، بیان
به میزان بیشتر از 69 درصد )>69٪( کاهش یافته است )تصویر 

شماره 3(. با این حال، ارتباط آماری معنی‌داری بین محدوده 
.)P=0/163( سنی بیماران با میزان کاهش بیان مشاهده نشد

وضعیت هیستولوژیکی تومورها از نظر درجه تمایز به صورت 
به‌دست‌آمده  نتایج  است.  بوده   Poor و   Well ،Moderate
نشان داده‌اند که میزان کاهش بیان miRNA-138 در بافت‌های 
توموری به طور معنی‌داری با درجه تمایز تومورها ارتباط داشته 
است )P=0/036(. بر اساس آنالیزهای آماری، در 18/2 درصد 
  miRNA-138 میزان کاهش بیان ،Well تومورهای با درجه تمایز
بیشتر از 69 درصد بوده است، در حالی که 28/6 درصد تومورهای 
 Poor تمایز  درجه  با  تومورهای  درصد   64/7 و   Moderate
کاهش بیان بیشتر از 69 درصد را نشان داده‌اند. این امر نشان 

تصویر 2. میزان کاهش بیان miRNA-138 در بیماران مبتلا به سرطان مری بر اساس جنسیت و محدوه سنی؛ الف( میزان کاهش بیان miRNA-138 با جنسیت 
.)P>0/05( با محدوده سنی بیماران ارتباط معنی‌داری ندارد miRNA-138 میزان کاهش بیان )؛ ب)P>0/05( بیماران ارتباط معنی‌داری ندارد

تصویر 3. میزان کاهش بیان miRNA-138 در بیماران مبتلا به سرطان مری بر اساس درجه تمایز تومورها و وجود متاستاز
 الف( میزان کاهش بیان miRNA-138 به طور معنی‌داری با درجه تمایز تومورها مرتبط است )P<0/05(؛ ب( میزان کاهش بیان miRNA-138 به طور معنی‌داری 

.)P<0/05( با وضعیت متاستاز تومورها مرتبط است
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می‌دهد که احتمالاً تومورهایی که در مراحل پیشرفته‌تر هستند، 
دارای بیان کمتری از miRNA-138 هستند. به عبارت دیگر، با 
پیشرفت مرحله بیماری میزان بیان miRNA-138 نیز کاهش 
بیشتری می‌یابد. همچنین وضعیت متاستاز بیماران و ارتباط آن 
با کاهش بیان miRNA-138 بررسی شد. بر این اساس، 31/4 
درصد تومورها دارای متاستاز بوده و 68/6 درصد بدون متاستاز 
بوده‌اند. نتایج آنالیز آماری نشان‌دهنده ارتباط معنی‌دار بین وجود 
متاستاز و کاهش بیان miRNA-138 بوده است )P=0/016(. به 
طوری که 72/8 درصد تومورهای دارای متاستاز، کاهش شدیدی 
در بیان miRNA-138 )کاهش بیان >69٪( نشان داده‌اند و 27/3 
درصد نیز کاهش بیان کمتر از 69 درصد نشان داده‌اند. همچنین 
بر اساس نتایج به‌دست‌آمده، 29/2 درصد از نمونه‌های توموری 
بدون متاستاز، دارای کاهش بیان بیشتر از 69 درصد بوده و 70/8 
درصد نیز دارای کاهش بیان کمتر از 69 درصد بوده‌اند. در واقع 
به نظر می‌رسد که کاهش بیان miRNA-138 می‌تواند در تشدید 
بدخیمی و تهاجم و متاستاز تومور به بافت‌های اطراف مؤثر باشد.

بحث و نتیجه‌گیری

سرطان مری نوعی سرطان شایع و کشنده است که در اثر تغییر 
در سلول‌های دیواره مری و رشد غیرطبیعی آن‌ها ایجاد می‌شود. 
این سرطان هفتمین سرطان شایع در جهان و ششمین عامل 
مرگ‌ومیر ناشی از سرطان است. میزان شیوع این سرطان در 
برخی از نقاط جهان و به ویژه کشور ایران بالاست ]9،1 [. از سوی 
دیگر به دلیل پیشرفت سریع بیماری و تشخیص دیر هنگام آن، 
میزان بهبودي بیماران کم بوده و تنها 10 الی 15 درصد بیماران 
می‌توانند بقاي ۵ ساله داشته باشند ]4[. بنابراین، شناسایی دقیق 

مکانیسم‌های مولکولی اين بيماري می‌تواند برای ارائه راهکارهای 
تشخيص سريع‌تر و درمان هدفمندتر مناسب باشد.

امروزه miRNAها بیومارکرهای امیدبخش و جایگرین برای 
تشخیص زودهنگام سرطان‌ها هستند و مطالعات زیادی با هدف 
شناسایی و معرفی این بیومارکرها برای انواع سرطان‌ها از جمله 
سرطان مری در حال انجام است. بر این اساس، تغییر بیان بعضی 
miRNA-210 ،miRNA-223 ،miR� شامل:  miRNAها   از 

NA-132 miRNA-9 ،miRNA-375 در سرطان مری گزارش 
شده است. بنابراین، با توجه به اهمیت این سرطان و شیوع بالای 
  miRNA-138 آن به ویژه در ایران، در این مطالعه الگوی بیان
در سطح نمونه‌های بافتی بیماران ایرانی مبتلا به سرطان سلول 
نتایج  اساس  بر  شد.  ارزیابی  بار  اولین  برای  مری  سنگ‌فرشی 
به‌دست‌آمده، میزان بیان miRNA-138 در بافت توموری بیماران 
در مقایسه با بافت نرمال مجاور به میزان قابل توجهی کاهش 
یافته است. به نظر می‌رسد که بیان miRNA-138 در بیماران 
با سنین بالاتر نسبت به بیماران با سن کمتر کاهش بیشتری 
داشته است. به علاوه در تومورهای مراحل پیشرفته‌تر بیماری 
)درجه تمایز Poor(، کاهش بیان بیشتری نسبت به تومورهای 
مراحل ابتدایی‌تر )Well( مشاهده شد. همچنین کاهش شدید 
بیان miRNA-138 با وقوع متاستاز نیز مرتبط بوده و در بیمارانی 
که دارای متاستاز بوده‌اند، بیان miRNA-138 به میزان بیشتری 
کاهش یافته است. بر اساس این نتایج به نظر می‌رسد که کاهش 
بیان miRNA-138 نقش مهمی در پیشرفت مراحل تومورزایی 

مری و فرایند تهاجم و متاستاز تومورها داراست.

در این راستا، مطالعه انجام‌شده توسط ژنگ و همکاران نیز نتایج 

 miRNA-138 جدول 1. اطلاعات مربوط به پارامترهای کلینیکی بیماران و ارتباط آن با میزان کاهش بیان

 تعداد کلوضعیت بیماران

تعداد )درصد(

PX2 miRNA-138 میزان کاهش بیان 

> ٪ 69< ٪‌69

جنسیت
 )27/8( 5 )72/2( 13 )51/4( 18مرد

0/0643/44 
 )58/8( 10 )41/2( 7 )48/6( 17زن

محدوده سنی
>6421 )60( 14 )66/7( 7 )33/3( 

0/1631/94
<6414 )40( 6 )42/9( 8 )57/1( 

درجه تمایز تومور

Poor17 )48/6( 6 )35/3( 11 )64/7( 

0/0366/63 Moderate7 )20( 5 )71/4( 2 )28/6( 

well11 )31/4( 9 )81/8( 2 )18/2( 

وجود متاستاز
 )72/7( 8 )27/3( 3 )31/4( 11بله

0/0165/84
 )29/2( 7 )70/8( 17 )68/6( 24خیر
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مشابهی درباره کاهش بیان miRNA-138 در سطح نمونه‌های 
بافتی و نیز سرم بیماران مبتلا به سرطان سلول سنگ‌فرشی 
مری نشان داده است. همچنین مشاهده شد که کاهش بیان 
miRNA-138 با مراحل پیشرفته بیماری و ایجاد متاستاز و نیز 
کاهش بقای 5 ساله بیماران سرطان مری در ارتباط بوده است 
]10[. سایر مطالعات انجام‌شده در این زمینه نشان داده‌اند که 
بیان miRNA-138 در سرطان پستان نیز کاهش می‌یابد و این 
کاهش بیان باعث افزایش بیان انکوژن CREPT به عنوان ژن هدف 
miRNA می‌گردد که نشان‌دهنده نقش تنظیمی miRNA-138

ها در بیان سایر ژن‌هاست ]11[. همچنین در مطالعه‌ای که لی و 
 miRNA-138 همکاران انجام دادند، نشان داده شد که بیان کمتر
این  بافتی  نمونه‌های  نیز  و  ریه  سرطان  سلولی  رده  در سطح 
سرطان می‌تواند میزان بیان ژن SOX را به‌عنوان یکی از ژن‌های 
هدف miRNA-138 افزایش دهد که این فرایند نیز به نوبه خود 
باعث تحریک فرایند تبدیل اپیتلیال به مزانشیم )EMT( و تولید 
و تکثیر سلول‌های توموری و افزایش متاستاز می‌گردد ]12[. از 
سوی دیگر پنگ و همکاران کاهش بیان miRNA-138 را در 
miR�  سرطان معده نشان داده‌اند که البته مقدار کاهش سطح 

NA-138 ارتباط مستقیمی با پیشرفت تومور و قدرت تهاجم آن 
به گره‌های لنفاوی دارد ]13[. به علاوه نشان داده شده که کاهش 
بیان miRNA-138 در بافت‌های توموری و رده سلولی سرطان 
سرویکس به واسطه افزایش بیان ژن هدف c-Met باعث افزایش 
رشد و تکثیر سلول‌های سرطانی می‌شود ]14[. از سوی دیگر، 
 miRNA-138 مطالعه‌ای دیگر نشان داده است که کاهش بیان
در سرطان بافت پوششی سر و گردن باعث متاستاز و جلوگیری 
از مرگ سلولی می‌شود ]15[. در سرطان مثانه Gallbladder نیز 
مهار بیان miRNA-138 و ارتباط آن با پیشرفت تومور گزارش 

شده است ]16[.

 miRNA یک  به‌عنوان   miRNA-138 که  می‌رسد  نظر  به 
مهارکننده تومور در سرطان‌های گوناگون باشد و بیان نرمال آن 
مانع از ایجاد تومور و پیشرفت آن می‌گردد. در واقع بسیاری از 
ژن‌هایی که توسط miRNA-138 تنظیم می‌شوند، جزو ژن‌های 
مرتبط با تکثیر سلولی، مرگ برنامه‌ریزی‌شده سلول، فرایند تبدیل 
اپیتلیال به مزانشیمال )EMT(، تهاجم و تحرک سلولی هستند 
miR� 17[. به علاوه برخی مطالعات نیز نشان داده‌اند که بیان[

NA-138 در پاسخ مناسب تومورها به شیمی درمانی نیز مؤثر 
است [18 ،17].

یکی از خصوصیات قابل توجه سرطان مری این است که وقوع 
آن دارای تنوع وسیعی از نظر مناطق جغرافیایی، نژاد، قومیت و 
جنسیت است و البته این موضوع به دلیل تنوع ژنتیکی افراد در 
جمعیت‌های گوناگون و نیز تنوع عوامل محیطی، عادات غذایی، 
سبک زندگی و مصرف الکل و تنباکو است. برای مثال میزان 
وقوع سرطان مری و نیز میزان بقا و بهبودی در جمعیت سیاه 

پوستان بیشتر از سفید پوستان است ]19، 20[. در واقع تحقیقات 
متعدد نشان داده‌اند که تنوع ژنتیکی بین اقوام و نژادهای گوناگون 
به طرق متفاوتی می‌تواند بر ریسک و خطر ابتلا به سرطان‌ها 
تأثیرگذار باشد. از جمله اینکه یک آلل خاص می‌تواند با درجات 
متفاوتی به‌عنوان یک عامل خطر در جمعیت‌های مختلف عمل 
کند و یا اینکه یک تغییر مولکولی مشخص ممکن است در تعامل 
با سایر فاکتورهای محیطی و ژنتیکی که در جمعیت‌ها متفاوت 
انواع  بررسی  بنابراین   .]21[ بگذارد  بجا  متفاوتی  اثرات  است، 
تغییرات ژنتیکی و به ویژه اپی‌ژنتیکی مؤثر در روند سرطان‌زایی 

در میان جمعیت‌های مختلف حائز اهمیت است.

نتایج این مطالعه نیز کاهش بیان miRNA-138 را در سطح 
با  بافتی سرطان مری نشان داده است که می‌تواند  نمونه‌های 
پیشرفت بیماری و توانایی متاستاز تومورها در ارتباط باشد. البته 
مطالعه روی تعداد بیشتر نمونه‌های بافتی و به ویژه بررسی بیان 
در سطح سرم بیماران می‌تواند نتایج دقیق‌تری را ارائه دهد. بر این 
اساس به نظر می‌رسد که شناسایی تغییرات بیان miRNAها در 
سرطان مری می‌تواند اطلاعات بیشتری در مورد مکانيسم پیچیده 
بیومارکرهاي  براي معرفی  نیز  و  نموده  ارائه  سرطان‌زايي مري 
تشخيصي و اهداف درماني جديد سرطان مری نيز کمک‌کننده 
باشد. با این وجود، تأیید پتانسیل بیومارکری miRNA-138 برای 
عملکردهای تشخیصی و ردیابی سرطان مری، قطعاً به مطالعات 

بیشتر و دقیق‌تر و از جمله در سطح سرم بیماران نیاز دارد.
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