
 پزشكی شيراز، شيراز، ایران.مركز تحقيقات علوم و تكنولوژي تشخيص آزمایشگاهی، دانشكده پيراپزشكی، دانشگاه علوم * نویسنده مسئول، نشانی: 

 behzadba@sums.ac.ir, behzadba@gmail.comپست الكترونيك:                       +89 03 23302223تلفن تماس: 
 f.zarghampoor@gmail.com**پست الكترونيك: 

 12 29/20/3023 پذیرش:                   20/20/3023اصلاح:                                     30/23/3023دریافت: 
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 چکیده:

اند. از طرف دیگر، در مطالعات زیادي به هاي آغاز كننده تومور بسيار مورد توجه قرار گرفتههاي بنيادي سرطانی به عنوان سلولامروزه، سلولمقدمه: 

اي هي حاضر، اثرات تيمار سلولتوجه نشان داده شده است. در مطالعههاي درمانی سرطان هایپرترمی به عنوان یك روش مناسب براي كمك به روش
 . گرفت قرار ارزیابی مورد هایپرترمی سازوكار از استفاده ( باCSCsمشتق از آن ) هاي بنيادي سرطانی( و سلولHT-29سرطان كولون )

ا ههاي مربوط به حالت بنيادینگی در این سلولي پروتئينی و ژنجداسازي و سپس ميزان بيان ماركرها HT-29ي سلولی از رده CSCsابتدا  روش كار:

ربوط هاي مبا هایپرترمی تيمار شدند و سميت این روش تيمار مورد بررسی قرار گرفت. در نهایت، ميزان بيان ژن CSCsو  HT-29هاي بررسی شد. سلول
 ها انجام شد. و آپوپتوز مورد ارزیابی و تحليل آماري داده Wntرسانی مسير پيامبه بنيادینگی، تكثير سلولی، 

ميزان بقاي  .(> 25/2Pبنيادینگی افزایش بيان معناداري داشت ) هايمثبت بودند و ژن CD133، براي ماركر سطحی HT-29مشتق از  CSCs ها:یافته

HT-29  وCSCs  تيمار شده با هایپرترمی كاهش پيدا كرده بود. بيانOCT3/4 ،NANOG ،PCNA ،WNT1،CTNNB1  وBCL2  در هر دو گروه سلولی
 (. > 25/2Pافزایش چشمگيري پيدا كرده بود ) BAXو  P53 ،KLF4هاي بيان ژن CSCsكاهش داشت. همچنين، در 

هاي زنده، منحنی د سلولندارد، اما سبب تغيير چشمگيري در درص HT-29هاي نتایج نشان داد كه هایپرترمی تاثير به سزایی بر سلول نتیجه گیری:

 CSCsتواند تاثير مثبتی در جلوگيري از رشد و تكثير شود. از این رو، هایپرترمی می می CSCsدر  KLF4هاي درگير در آپوپتوز و رشد، ميزان بيان ژن
 داشته باشد.

 

 سرطان كولوركتال، هایپرترميا و سلول بنيادي سرطان واژگان كلیدی:

 

 مقدمه:
 از بعد (Colorectal cancer, CRC) سرطان كولوركتال

 هايمیبدخي ترینشایع از یكی معده و پستان هاي پوست،سرطان
چهارمين عامل مرگ و مير ناشی از  كه استدستگاه گوارش 

نوع  این . منشأ[3، 3]است  داده اختصاص خود به را هاسرطان
 و باشدمی ركتوم یا بافت كولون يالتلیاپ يهاسرطان سلول

مطالعات  .[2] دارند نقش آن ایجاد در محيطی و ژنتيكی عوامل

اخير در این زمينه نشان داده است كه یك افزایش سریع در نرخ 
بروز سرطان كولوركتال به دليل تغيير سبك زندگی، كاهش 

ر كشيدن و رژیم غذایی نامناسب رخ داده است فعاليت بدنی، سيگا
[0] . 

هاي درمانی این نوع سرطان، جراحی، شيمی موثرترین روش
 رد انجام شده هايپيشرفت درمانی و پرتودرمانی است. با وجود

Pars J Med Sci 2022;20(2):21-30 

mailto:behzadba@gmail.com


 بهناز ولی بيگی و همكاران   تكثير، بقا   بری پرترمیاثر های ابیارز

 3023زشكی پارس، دوره بيستم، شماره دو، تابستان مجله علوم پ

 11 

 بيماران عمر بقاي و ماندن زنده ميزان سرطان، درمان هايروش
 از پس بيماري مجدد عود اغلب و است محدود سرطان به مبتلا

، كه به علت ناتوان بودن این [6، 5]شود می مشاهده درمان
هاي سرطانی به نام ها در از بين بردن گروهی از سلولروش
ها داراي قابليت . این سلول[0]هاي بنيادي سرطانی است سلول

هاي مختلف بوده كه خودنوزایی نامحدود و تمایز به سلول
توانند از طریق تقسيمات سلولی متقارن و نامتقارن تكثير شده می

ي ندهدههاي تشكيل هاي بنيادي سرطانی و سایر سلولو سلول
 . [9]تومور را به وجود آورند 

 نبد دماي سرطان، هایپرترمی است كه نوین هايدرمان از یكی
 به نرمال حالت از بدن سراسر یا ايمنطقه محلی، صورت به را

گراد )محدوده دمایی ملایم( افزایش درجه سانتی 05-28
 مدت براي گرادسانتی درجه 05 بالاي دماي دهند. تحميلمی

 و مرگ اهپروتئين ساختار تغيير و رفتن بين از باعث كافی زمان
اند زمانی شد. مطالعات زیادي نشان داده خواهد هاسلول نكروزي

زمان یا مدت زمان كوتاهی پس از كه هایپرترمی به طور هم
شی اثربختواند شيمی درمانی یا پرتودرمانی استفاده شود، می

  . [32، 8]هاي مذكور را افزایش دهد درمان
و نقش این  CSCsباتوجه به اهميت بيان شده در خصوص 

ها در مقاومت به درمان و عود مجدد بيماري، پژوهش حاضر سلول
هاي با هدف ارزیابی اثر احتمالی هایپرترمی بر تكثير، بقا و بيان ژن

و آپوپتوز  Wntبا خصوصيات بنيادینگی، مسير سيگنالينگ مرتبط 
مشتق از آن  CSCs( و HT-29در رده سلولی سرطان كولون )

 طراحی شد. 
 

 روش كار: 
 HT-29هاي كشت سلول

 HT-29 (ATCCسرطان كولون انسانی  سلولی در ابتدا رده

Number:HTB-38 )( ایران ،)تهران پاستور انستيتو سلولی بانك از
 DMEM، در محيط كشت HT-29هاي سپس سلول .شد تهيه

(Dulbecco's Modified Eagle Medium ،Gibco به )آمریكا ،
 %3و  ، آمریكاFBS (Gibco)سرم جنين گاوي یا  %32همراه 

 20اي سيلين/ استرپتومایسين در انكوباتور با دمبيوتيك پنیآنتی
ه شدند. ( كشت دادCO2دي اكسيد كربن ) %5گراد و درجه سانتی

ها هر دو روز یك بار تعویض شدند و زمانی محيط كشت سلول
 ها پاساژ داده شدند.رسيد سلول 02-%92ها به كه تراكم سلول

 

 HT-29هاي بنيادي سرطاني از جداسازي سلول

متري تيمار سانتی 32در پليت  0×032به تعداد  HT-29رده سلولی 
(، در شرایط غير چسبنده Bacto™ Agarشده با آگار یك درصد )

ها . براي نگهداري سلول[33، 33]و سه بعدي كشت داده شدند 

تا  استفاده شد و FBSدرصد  32حاوي  DMEMاز محيط كشت 
ار هرب و زمانی كه اجسام كروي تشكيل شدند، سه بار در هفته

 ها اضافه شد.شت كامل به سلولیك ميلی ليتر محيط ك
 

 هاي بنيادي سرطانيتاييد سلول
هاي جداسازي شده از رده به منظور تایيد بنيادي بودن سلول

 CD133، بيان ماركرهاي سطحی سلول از جمله HT-29سلولی 
با استفاده از روش فلوسایتومتري مورد ارزیابی قرار گرفت. بدین 

استفاده از بافرفسفات سالين هاي جداسازي شده با منظور، سلول
(,PBS Phosphate Buffer Saline شستشو شد. سپس تعداد )
ميكروليتر  5معلق و حدود  PBSميكروليتر  522سلول در  3×032

 ,CD133 (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGYبادي از آنتی

INC.دقيقه انكوباسيون در  32ها افروده شد. پس از ( به سلول
توسط دستگاه فلوسایتومتري ها دماي اتاق، سلول

(BDFACSCalibur system مورد بررسی قرار گرفتند. علاوه بر )
-HTهاي جداسازي شده از این، براي تایيد بنيادي بودن سلول

هاي وابسته به شرایط بنيادینگی از ژن mRNA، ميزان بيان 29
با استفاده از روش  KLF4و  OCT3/4 ،C-MYC ،NANOGجمله 

qRT-PCR (quantitative Real-time PCR مورد ارزیابی قرار )
 گرفت.

 

 ها با هايپرترميتيمار سلول
  HT-29هاي سرطانیبه منظور بررسی اثر هایپرترمی روي سلول

خانه  30سلول در پليت  2 ×032جداسازي شده، تعداد  CSCsو 
ها، ساعت پس از كشت سلول هشت و كشت داده شد. چهل

 5% درجه سانتيگراد، 02و  03دماي  ساعت در 2ها به مدت پليت
سلول  2 ×032رطوبت انكوبه شدند. تعداد  %85دي اكسيد كربن و 

خانه به عنوان گروه  30نيز در پليت  CSCsو  HT-29سرطانی 
دي اكسيد كربن و  5% درجه سانتيگراد و 20كنترل و در دماي 

 رطوبت كشت داده شدند. 85%
  

 MTT (Microculture Tetrazolium Test)آميزي رنگ
 CSCsو  HT-29هاي به منظور بررسی سميت هایپرترمی بر سلول

استفاده شد. بدین  MTTمشتق شده از آن، از روش رنگ آميزي 
خانه كشت داده  86سلول در پليت  3 ×032منظور ابتدا تعداد 
 30ها با روش هایپرترمی تيمار شدند. پس از شدند، سپس سلول

 PBSها برداشته و به آرامی با روي سلولساعت، محيط  09و 
 MTT (mg/mlميكروليتر از محلول  322شستشو داده شد. ميزان 

5 ،Sigma ساعت در  2، آمریكا( به هرخانه اضافه و به مدت
درصد دي اكسيدكربن قرار داده شد. پس از سانتریفيوژ  5انكوباتور 

ع رویی ، مایrpm 2222دقيقه با دور  5پليت مورد نظر به مدت 
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ميكروليتر از محلول دي متيل سولفوكساید  322دور ریخته شد و 
 ریدر الایزا از دستگاه استفاده به هر خانه افزوده شد. در نهایت، با

(Biotech Elisa Reader)  موج طول در هانوري خانه جذب ميزان 

هاي سلول شد و درصد قرائت كنترل مقابل در نانومتر 622و  502
هاي كنترل/ جذب متوسط نمونه× 322فرمول:  از فادهاست با زنده

هاي زنده%، محاسبه هاي تيمار شده= سلولجذب متوسط نمونه
 شد. 

 

 هاتاثير هايپرترمي بر تكثير سلول
و  HT-29هاي جهت بررسی اثر هایپرترمی بر ميزان تكثير سلول

CSCs آميزي تریپان بلو استفاده مشتق شده از آن، از روش رنگ
خانه كشت داده شدند  30سلول در پليت  2 ×032بدین منظور  شد.

 03و  09، 30ها با هایپرترمی تيمار شدند. پس از و سپس سلول
 PBSها برداشته شد و به آرامی با ساعت، محيط روي سلول

 Trypsin-EDTAها با استفاده از آنزیم شستشو شد. سپس سلول
-Trypsinاز كف پليت جدا شد، جهت غير فعالسازي آنزیم  35/2%

EDTA  از محيط كشت كامل استفاده شد. پس از سانتریفيوژ
 32، حدود rpm3522دقيقه با سرعت  5ها به مدت سلول

ميكروليتر از رنگ تریپان بلو  32ها را با ميكروليتر از سلول
(Sigmaمخلوط كرده و شمارش سلول  )ا با استفاده از ه، آمریكا

هاي زنده با استفاده از فرمول: لام نئوبار انجام شد. تعداد سلول
هاي شمارش شده در ميانگين تعداد سلول ×ضریب رقت  ×032
 هاي زنده محاسبه شد.  مربع = سلول 0
 

 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 
لكون ها تریپسينه و در فاها با هایپرترمی، سلولپس از تيمارسلول

تيمار  CSCsو  HT-29هاي استریل جمع آوري شدند. از سلول
استخراج شد. استخراج  RNAنشده نيز به عنوان گروه كنترل، 

RNA ها با استفاده از كيت از سلولRNeasy Mini (Qiagen و )
طبق دستورالعمل شركت سازنده كيت انجام شد. سپس غلظت 

RNA ( استخراج شده با نانودراپThermo Fisher Scientifict ،
 -92بررسی قرار گرفت و تا زمان استفاده در دماي  آمریكا( مورد

 NG، از كيت cDNAدرجه سانتيگراد قرار داده شد. براي سنتز 

dART RT (EURX استفاده شد. بدین منظور حدود )0، لهستان 
 3ميكروليتر از پرایمر،  5x NG cDNA buffer ،3ميكروليتر از 

 RNAنانوگرم از  622، و حدود NG dART RT mixميكروليتر 
ميكروليتر مخلوط شد. سپس  32استخراج شده در حجم نهایی 

 SimpliAmpبا استفاده از ترموسایكلر  cDNAواكنش سنتز 

Thermal Cycler (Applied Biosystem طبق برنامه )آمریكا ،
درجه سانتيگراد  52دقيقه،  32درجه سانتيگراد به مدت  35دمایی: 

دقيقه و در  5درجه سانتيگراد به مدت  95دقيقه و  52 به مدت
 یك سيكل انجام شد.  

 

 qRT-PCRها با استفاده از روش نارزيابي بيان ژ

 CSCsو  HT-29هاي به منظور بررسی اثر هایپرترمی روي سلول
هاي مربوط به خصوصيات مشتق شده از آن، ميزان بيان ژن

 Wnt(، مسير پيام رسانی NANOGو  OCT4 ،KLF4بنيادینگی )
(WNT1 وCTNNB1 ( آپوپتوز ،)P53 ،BAX  وBCL2 و تكثير )

مورد ارزیابی قرار  qRT-PCR( با استفاده از آزمون PCNAسلولی )
 AlleleIDگرفت. بدین منظور در ابتدا با استفاده از نرم افزارهاي 

(. 3پرایمرهاي مورد نظر طراحی شدند )جدول GeneRunnerو 
همچنين، ميزان اختصاصی بودن پرایمرها توسط نرم افزارهاي 

primer-BLAST  پایگاه(NCBI و )In-Silico PCR  پایگاه(
UCSC فسفات -2 -گليسيرالدهيد( مورد بررسی قرار گرفت. ژن 

 استفاده شد. كنترل داخلی به عنوان (GAPDH) دهيدروژناز
هاي مذكور، از كيت سایبرگرین ظور بررسی ميزان بيان ژنبه من

SG qPCR mastermix (2X) (ERUX استفاده شد. از )لهستان ،
 SG qPCR Master Mix (2X) ،5/2ميكروليتر از  5اینرو، 

 3/2ميكروليتر از پرایمر معكوس،  5/2ميكروليتر از پرایمر مستقيم، 
سنتز  cDNAاز الگوي ميكروليتر  3و  ROXميكروليتر از محلول 

ميكروليتر فراهم شد. پس از مخلوط  32شده در حجم نهایی 
كردن تركيبات فوق، تكثير قطعات با استفاده از دستگاه 

StepOnePlus™ Real-Time PCR (Applied Biosystem ،
سيكل با  3آمریكا( طبق برنامه دمایی: مرحله واسرشت ابتدایی 

سيكل با دماي  22دقيقه ،  32درجه سانتيگراد به مدت  85دماي 
درجه سانتيگراد به مدت  Xثانيه،  35درجه سانتيگراد به مدت  80
ثانيه انجام شد. دماي  22درجه سانتيگراد به مدت  03ثانيه و  22

نمایش داده شده است،  Xي هر ژن كه با ( براAnnealingاتصال )
 متفاوت بود. 

 

 تحليل آماري
د. به منظور بررسی ها حداقل سه بار تكرار شدنآزمایش تمامی

 تحليل براياستفاده شد.  ΔΔCT-2ها از تحليل تغيير بيان ژن
ه بودند از تحليل واریانس یك سوینمونه  دوكه بيشتر از  ییهاداده

(One-way ANOVA)  ها ازدوتایی نمونهبراي مقایسه و سپس 
شد. سطح معناداري استفاده  SPSSآزمون توكی با كمك نرم افزار 

 ،PCR-qRTدر نظر گرفته شد. كنترل كيفی نتایج  25/2كمتر از 
نسخه  GenEXتغيير بيان ژن و نيز تحليل آماري توسط نرم افزار 

 انجام شد. 3/6
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 .qRT-PCR. پرایمرهاي مورد استفاده در آزمون 3جدول
 

Product 

length 
Tm (°C) 

X* 

Primer sequence Primer 

name 

Name 

166 68 5GAGAACCGAGTGAGAGGCAACC3 

5CATAGTCGCTGCTTGATCGCTTG3 
OF 

OR 

OCT4 

 

156 58 5GTCCCGGTCAAGAAACAGAAG3 

5GTCTTCACCTGTTTGTAGCTG3 

NF 

NR 

NANOG 

 

203 62 5GTGCCCCGAATAACCGCTG3 

5CAGGTCCAGGAGATCGTTGAAC3 

KF 

RF 

KLF4 

 

183 64 5CACTTTGCACTGGAACTTACAACACCC3 

5GCGGGAGGCTGCTGGTTTTC3 

MF 

MR 

C-MYC 

133 60 5CGATGGTGGGGTATTGTGAAC3 

5CCGGATTTTGGCGTATCAGAC3 

DF 

DR 

WNT1 
 

146 60 5ACGTACAATAGCAGACACCATC3 

5TCAGGGAGTCAGGGGAGG3 

LF 

LR 

CTNNB1 

121 66 5TAACAGTTCCTGCATGGGCGGC3 

5AGGACAGGCACAAACACGCACC3 

SF 

SR 

P53 

99 68 5CCTGTGCACCAAGGTGCCGGAACT3 
5CCACCCTGGTCTTGGATCCAGCCC3 

GF 

GR 

BAX 

114 64 5TTGTGGCCTTCTTTGAGTTCGGTG3 
5GGTGCCGGTTCAGGTACTCAGTCA3 

BF 

BR 

BCL2 

126 60 5TAACAGTTCCTGCATGGGCGGC3 
5CGTGCAAATTCACCAGAAGGC3 

CF 

CR 

PCNA 

119 60 5GGACTCATGACCACAGTCCA3 
5CCAGTAGAGGCAGGGATGAT3 

GF 

GR 

GAPDH 

 

 نشان داده شده است. Xدماي اتصال براي هر ژن با *               

 

 ها:یافته
  CSCsجداسازي و تاييد 

هایی چسبنده، سرطان كلون انسان، سلول HT-29رده سلولی 
ساعت پس از كشت  03داراي سرعت رشد بالایی بودند و حدود 

درصد رسيدند و پاساژ داده شدند  92الی  02سلولی به تراكم 
به  HT-29هاي ، سلولCSCs(. براي جداسازي A، 3)شكل 

روز اول پس از كشت  0كشت داده شد. در طی  صورت معلق
ودند، ميزان مرگ ها كه به صورت منفرد و تك سلولی بسلول

ر ها شروع به رشد و تكثيسلولی زیاد بود. با گذشت زمان، سلول
ا ههاي كروي شروع به شكل گيري كردند. كلونیكردند و كلونی

 CSCsروز،  30ها روشن تر بودند. پس از در مركز تيره تر و در لبه
(. به منظور تایيد B، 3جهت بررسی و تایيد جداسازي شد )شكل 

هاي جداسازي شده از رده سلولی سرطان ودن سلولبنيادي ب
با استفاده از روش  CD133(، بيان ماركر HT-29كولوركتال )

 3فلوسایتومتري مورد بررسی قرار گرفت. همانگونه كه در شكل 
(C ،نمایش داده شده است )هاي جداسازي شده از سلول %0/90

 .مثبت بودند CD133براي آنتی بادي 

جداسازي شده، ميزان بيان  CSCsعلاوه بر این، به منظور تایيد 
مشتق  CSCsو  HT-29هاي اوليه هاي بنيادینگی در سلولژن

ایسه در مقنشان داد كه  شده از آن مورد بررسی قرار گرفت. نتایج
، OCT3/4 ،NANOGي هاژن mRNAبيان  با گروه كنترل ميزان

KLF4 و MYC-C افزایش برابر 9/2 و 80/3 ،2/3، 0/3 يببه ترت 
(، كه این افزایش بيان از لحاظ آماري 3اند )شكل  كرده پيدا

 (.P-value >25/2)معنادار بود 
 

 ها   بررسي سميت هايپرترمي بر سلول

ي دهها، ميزان بقاي ربه منظور بررسی سميت هایپرترمی بر سلول
ساعت با  09و  30مشتق از آن، پس از  CSCsو  HT-29سلولی 

مورد ارزیابی قرار گرفت. همان گونه كه  MTT assayاستفاده از 
-HTهاي زنده ( نشان داده شده است، درصد سلولA) 2در شكل 

  گراد(درجه سانتی 02و  03تيمار شده با هایپرترمی ) CSCsو  29
درجه  20ساعت، نسبت به گروه كنترل ) 09و  30پس از 
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گراد( كاهش یافته بود، با این حال این كاهش بقا فقط در انتیس
CSCs ( 25/2از لحاظ آماري معنادار بودP-value<  .) 

 

 هاتاثير هايپرترمي بر تكثير سلول

هاي تيمار شده با هایپرترمی پس از سه بازه زمانی شمارش سلول
ساعت( با استفاده از روش رنگ آميزي تریپان بلو،  03و  09، 30)

و  B، 2را تایيد كرد )شكل  MTTنتایج به دست آمده از آزمون 
Cهاي (. تعداد سلولHT-29  تيمار شده با هایپرترمی نسبت به

لحاظ آماري معنادار نبود گروه كنترل كاهش پيدا كرده بود، اما از 
(25/2P-value> با این حال، تعداد ،)CSCs  تيمار شده با

ساعت به صورت چشمگيري كاهش پيدا  30هایپرترمی پس از 
  (. >25/2P-valueكرده بود )

 

 هابررسي اثر هايپرترمي بر ميزان بيان ژن

، CSCsهاي سرطانی و به منظور بررسی اثر هایپرترمی روي سلول
هاي مربوط به خصوصيات بنيادینگی، ژن mRNAميزان بيان 

، تكثير سلولی و آپوپتوز با استفاده از آزمون Wntمسير پيام رسانی 
qRT-PCR  0مورد ارزیابی قرار گرفت. همان گونه كه در شكل 

، OCT3/4هاي ژن mRNAميزان بيان نشان داده شده است، 
NANOG ،PCNA ،WNT1  وCTNNB1 هاي در سلولHT-29  و

CSCs ( نسبت به درجه سانتی 02و  03تيمار شده با دما )گراد
گراد( كاهش پيدا كرده، اما این تغيير درجه سانتی 20گروه كنترل )

(.  <25/2P-valueها قابل توجه نبود )بيان در هيچكدام از گروه
تيمار شده  CSCsو  HT-29هاي در سلول KLF4ميزان بيان ژن 

نسبت به گروه كنترل افزایش بيان پيدا كرده بود، با هایپرترمی 
چشمگير بود. همچنين، ميزان  CSCsاما این تغيير بيان فقط در 

تيمار  CSCsو  HT-29هاي در سلول P53 ،BAXهاي بيان ژن
 20گراد( نسبت به گروه كنترل )درجه سانتی 02و  03شده با دما )
كاهش پيدا كرده  BCL2گراد( افزایش و ميزان بيان درجه سانتی

 دار نبود معنی HT-29هاي این تغييرات در سلول .بود
(25/2P-value>  ولی در ،)CSCs  به صورت چشمگيري تغيير

 (.>25/2P-valueهاي آپوپتوزي مشاهده شد)ژن mRNAبيان در 

درجه  02و  03علاوه بر این، بين گروهاي تيمار شده با دماي 
ها، در ژن mRNAگراد تفاوت معناداري در ميزان بيان سانتی
   (.  <25/2P-valueمشاهده نشد ) CSCsو  HT-29هاي سلول

 

  

 
 

( نتایج C( و )Scale bar= 60 µm) HT-29مشتق شده از رده سلولی  HT-29 (Scale bar=300 µm( ،)B )CSCsهاي ( كشت سلولA. )3شكل 
 .CD133فلوسایتومتري با استفاده از آنتی بادي 

 

 
 

 .HT-29جداسازي شده نسبت به  CSCsهاي بنيادینگی در . ميزان بيان ژن3شكل 
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 HT-29هاي (: منحنی رشد سلولB، )MTT assayمشتق از آن با استفاده از  CSCsو  HT-29ي سلولی (: بررسی سميت هایپرترمی بر ردهA. )2شكل 
 (. >25/2P-valueي اختلاف معنی دار آماري است )تيمار شده با هایپرترمی. علامت )*( نشان دهنده CSCs(: منحنی رشد Cتيمار شده با هایپرترمی، )

 
 

 
 

 
 

و   HT-29( در سلول Aتكثير سلولی: )، آپوپتوز و Wntهاي مربوط به خصوصيات بنيادینگی، مسير پيام رسانی ژن mRNA. تاثير هایپرترمی بر بيان 0شكل 
(B )CSCs. علامت )*( نشان دهنده( 25/2ي اختلاف معنی دار آماري استP-value< .) 

B 

A 
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 بحث:
در گسترش  CSCsاي مبنی بر نقش هاي اخير، نظریهدر سال

بدخيمی، تهاجم، متاستاز و همچنين عود مجدد سرطان مطرح 
هاي تشكيل درصد از كل سلول 35. حدود [30، 32]شده است 

هایی با ویژگی هاي توموري را سلولي توموردر بافتدهنده
ها داراي توانایی . این سلول[35]دهندبنيادي تشكيل می

هاي دیگر هستند. خودنوزایی نامحدود و تمایز به سلول
بيان  -3عبارتند از:  CSCsنشانگرهاي اختصاصی براي شناسایی 

هاي بيان ژن -3ماركرهاي پروتئينی اختصاصی در غشاي سلولی، 
 -0 و in vitroدر تشكيل اجسام كروي -2ویژه حالت بنيادینگی، 

در  CSCs. به منظور شناسایی in vivo [36] در تومور توليد
هاي سلولی، از یك ماركر به تنهایی و یا تومورهاي انسانی یا رده

اي از ماركرها استفاده می شود. از ميان ماركرهاي از مجموعه
به ميزان  CD133و  CD44پروتئينی شناسایی شده، دو ماركر 

 CSCsمزانشيم همچون  -زیادي در تومورهاي با منشاء اپيتليال
عنوان یك ماركر اصلی جمعيت  كولون مشاهده شده است و به

آغاز كننده تومور در بسياري از تومورهاي جامد مشابه كولون در 
 .[32-30]شود نظر گرفته می

ي حاضر، ابتدا با استفاده از روش تشكيل اجسام كروي در مطالعه 
ایجاد شد  CSCsاي براي رشد روي آگار، یك محيط غير چسبنده

، بدون [33]روز، مشابه مطالعات پيشين  30الی  32و پس حدود 
نياز به فاكتورهاي رشد و تنها با استفاده از محيط كشت كامل 

ها از طریق انجام شد، سپس ماهيت این سلول CSCsجداسازي 
بررسی بيان ماركرهاي پروتئينی و ژنی مورد ارزیابی قرار گرفت. 

 CD133جداسازي شده براي ماركر  CSCsكه نتایج نشان داد 
يادي هاي بنهاي اختصاصی سلولمثبت بودند. همچنين، بيان ژن

 CSCsدر KLF4 و  OCT3/4 ،NANOG ،C-MYCشامل 
به طور قبل  HT-29هاي جداسازي شده در مقایسه با سلول

اي افزایش نشان داد، كه خود تایيدي بر بنيادي بودن ملاحظه
 بود.    HT-29هاي جداسازي شده از سلول

، ماركرهاي انتقال اپيتليال به CSCsمطالعات نشان داده است كه 
( را Epithelial-to-mesenchymal transition ،EMTمزانشيم )
دهند و با به دست آوردن خصوصيات مزانشيمی نشان می

هاي آغاز كننده تومور در نقطه ثانویه توانند به عنوان سلولمی
هاي درمانی كه در آن مسيرهاي روشبنابراین، . [33]مل كنند ع

هاي توانند هدفدهند، میرا هدف قرار می CSCsپيام رسانی مهم 
مناسبی براي درمان سرطان باشند. از جمله مسيرهاي مهم پيام 

-Wnt/βام رسانی توان به مسير پيهاي بنيادي میرسانی سلول

Catenin  اشاره كرد كه به طور رایجی درCSCs كنند، تغيير می
هاي ها نقش دارند و با بيان ژندر حفظ و نگهداري این سلول

EMT [32]باشند نيز در ارتباط می . 

ير هاي تغيعلاوه بر این، توانایی فرار از آپوپتوز یكی از علت 
فيزیولوژي سلول و ایجاد سرطان است. مطالعات نشان داده است 

و القاي آپوپتوز از طریق  Wnt/-cateninكه بين فعال شدن مسير 
 c-myc ،Baxمسيرهاي بيرونی و درونی، شامل بيان بيش از حد 

. [30]یك ارتباط و همبستگی وجود دارد  Bcl2و كاهش بيان 
 ترميم در CSCs بالاي ظرفيت همراه به شرایط این مجموعه

 باعث كه ABC هايدهنده انتقال بالاي بيان و DNA هايآسيب
 پژوهشگران شوند،می CSCs از سرطان ضد داروهاي كردن خارج

 اب مقابله براي موثرتري درمانی هايراهبرد تا داشته این بر را
CSCs [36، 35، 35]بگيرند  نظر در . 

در مطالعات زیادي به هایپرترمی به عنوان یك روش مناسب براي 
ی از جمله شيم هاي درمانی سرطانپيشگيري و یا كمك به روش

از  استفاده با درمانی و پرتودرمانی توجه شده است. هایپرترمی
 هددمی افزایش را پرتودرمانی حساسيت ميزان چندین سازوكار

 وارد آسيب ترميم از ممانعت -3: از عبارتند سازوكارها این ،[30]
 كه هاییسلول و هایپوكسی هايسلول مرگ -DNA، 3 به شده

اختلال در عملكرد  -2، [39] دارند قرار سلولی يچرخه S فاز در
غشاي سلولی )از طریق تاثير بر ثبات، سياليت و نفوذپذیري 

ایی هها به ویژه پروتئينپروتئين شدن دناتوره -0، [38]غشاها( 
 سنتز تئين،پرو سنتز سلولی، متابوليسم جمله كه در فرآیندهایی از

 و [22]نقش دارند   DNA/RNA پليمریزاسيون و نوكلئيك اسيد
 ROS افزایش ، كه این(ROS) فعال اكسيژن هايگونه توليد -5

 .[23، 22] كند تسهيل را آپوپتوز تواندخود می
ي حاضر، تاثير هایپرترمی بر بقا و مسيرهاي از این رو در مطالعه

 CSCsو  HT-29پيام رسانی مهم در رده سلولی سرطانی 
ي جداسازي شده از آن بررسی شد. نتایج حاصل از مطالعه

آن نشان داد كه از  CSCsو  HT-29هاي هایپرترمی بر سلول
 شود كه اینهایپرترمی سبب كاهش بقاي هردو نوع سلول می

چشمگيرتر بود. علاوه بر این، بررسی ميزان  CSCsكاهش بقا در 
هاي مختلف مورد مطالعه نشان داد كه بيان ژن در گروه

هاي مربوط به ژن mRNAهایپرترمی سبب كاهش ميزان بيان 
شود، ولی این می Wntام رسانی بنيادینگی، تكثير سلولی، مسير پي

تغيير بيان در هيچ گروه ژنی قابل توجه نبود. با وجودي كه ميزان 
هاي درگير در آپوپتوز در هردو نوع سلول افزایش ژن mRNAبيان 

 معنادار بود.  CSCsپيدا كرده بود، این افزایش بيان فقط در 
در  KLF4ژن  mRNAهمچنين نتایج نشان داد كه ميزان بيان 

هاي تيمار شده با هایپرترمی افزایش پيدا كرده بود، اما این سلول
معنادار بود. مطالعات مختلف نشان  CSCsافزایش بيان فقط در 

 هكنند سركوب یك تواند به عنوانمی KLF4داده است كه ماركر 
. [25، 20]عمل كند  تومور، بافت به بسته انكوژن، یك یا تومور
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 موفقيت با تواندمی KLF4 پروتئين كه حاكی از آن است شواهد
كند  سركوب را كولوركتال سرطانی هايسلول مهاجرت یا تكثير

در مطالعه حاضر خود  KLF4ژن  mRNA. افزایش بيان [20، 26]
تایيدي بر نقش سركوب كنندگی توموري این ماركر است. در 

قربانی و همكاران انجام شد نتایج حاكی از اي كه توسط مطالعه
تواند سبب كاهش ميزان بقا و كاهش آن بود كه هایپرترمی می

شود، ولی این  MRP4و  MDR1هاي مقاومت دارویی بيان ژن
 .  [23]كاهش از لحاظ آماري معنادار نبود 

و همكارانش انجام شد، اثرات  Eynaliاي كه توسط در مطالعه
سيتوتوكسيك هایپرترمی و نانوذره داراي هسته اكسيد آهن به 

فلورواوراسيل بر رده سلولی سرطان روده  -5عنوان حامل داروي 
( مورد ارزیابی قرار گرفت. در این مطالعه، HT-29بزرگ انسانی )

به صورت كروي كشت داده شد و سپس  HT-29ابتدا رده سلولی 
فلورواوراسيل به تنهایی یا  -5هاي مختلف داروي لظتبا غ

ساعت تيمار شدند.  00درحالت متصل به نانوذره به مدت 
درجه  02ساعت در دماي  3هاي كشت شده به مدت سلول
گراد حرارت داده شدند. نتایج این مطالعه نشان داد استفاده سانتی

ثرات همزمان هایپرترمی با نانوذره متصل به دارو داراي ا
ار است. هاي بدون تيمسيتوتوكسيك قابل توجهی نسبت به گروه

در این مطالعه، براي هایپرترمی از نانوذره داراي اكسيدآهن 
استفاده شد. در شرایط هایپرترمی، اكسيد آهن موجود در نانوذره 

هاي كند و منجر به افزایش دماي داخل سلولحرارت را جذب می
 د كه باعث افزایش ميزان مرگشوتومور به صورت موضعی می

سلولی خواهد شد. از طرفی، استفاده از هایپرترمی به عنوان یك 
شود كه محرك خارجی سبب افزایش آزاد شدن دارو از نانوذره می

هاي سرطانی را به دنبال خواهد ي خود از بين رفتن سلولبه نوبه
 . [22]داشت 

ر برخی بي حاضر تاثير معناداري بنابراین، علت این كه در مطالعه
تواند مشاهده نشد، می CSCsو  HT-29هاي هاي سلولاز ویژگی

ناشی از هاپيرترمی معمولی، درجه حرارت پایين و یا مدت زمان 

 HT-29هاي كم تيمار با هایپرترمی باشد. از طرفی دیگر، سلول
هاي سرطانی و بنيادي است و به اي از سلولشامل مجموعه

تري ها تاثير كمست بر این سلولهمين دليل هایپرترمی ممكن ا
 داشته باشد. 

 

 گیری: نتیجه
جداسازي  HT-29با موفقيت از رده سلولی  CSCsدر این مطالعه، 

ها با استفاده از بيان ماركر شد و ماهيت بنيادینگی این سلول
CD133  و افزایش بيانmRNA هاي ویژه بنيادینگی تایيد ژن

 CSCsو  HT-29هاي تيمار سلولشد. در مجموع نتایج حاصل از 
مشتق از آن با هایپرترمی نشان داد كه افزایش دما داراي اثر 

است. هایپرترمی سبب  CSCsها، به ویژه سيتوتوكسيك بر سلول
هاي مربوط به بنيادینگی، ژن mRNAكاهش بيان معناداري در 

نشد. همچنين، هایپرترمی  Wntتكثير سلولی، مسير پيام رسانی 
هاي وابسته به آپوپتوز و ژن mRNAزایش بيان چشمگير سبب اف

شد. از این رو پيشنهاد  CSCsسركوب كننده تومور سلولی در 
شود كه دماهاي بالاتر، مدت زمان بيشتر و تركيب هایپرترمی می

 هاي درمانی مورد ارزیابی قرار گيرد. با سایر روش
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Abstract:  
Introduction: 

Today, cancer stem cells have attracted a lot of attention as tumour-initiating cells. Hyperthermia was 

also found to be beneficial in cancer treatment in many studies. In the present study, we assessed the 

effects of hyperthermia on colorectal cancer cells (HT-29) and their derived cancer stem cells (CSCs). 

Materials and Methods:  

CSCs were isolated from the HT-29 cell lines and then, the expression of surface marker and stemness-

related genes were evaluated. Next, the toxicity effect of hyperthermia on HT-29 and CSCs was 

assessed. In addition, the effect of hyperthermia on the expression of stemness, proliferation, Wnt 

signaling pathway, and apoptosis genes was evaluated. Finally, the data were statistically analyzed. 

Results:  

Isolated-CSCs were positive for CD133 surface marker and the expression of stemness genes in the 

isolated-CSCs was significantly higher than HT-29 cells (P-value< 0.05). Treatment with hyperthermia 

reduced the survival rate of HT-29 and CSCs. In both groups, the gene expression of OCT3/4, NANOG, 

PCNA, WNT1, and CTNNB1, was decreased (P>0.05). In addition, the expression of P53, KLF4, and 

BAX genes was significantly increased in CSCs (P <0.05). 

Conclusion:  

The results showed that hyperthermia did not have a significant effect on HT-29 cells. However, it had 

a significant effect on the cell viability, growth curve, expression of genes involved in apoptosis and 

KLF4 in treated-CSCs. Therefore, hyperthermia can have a beneficial effect on inhibiting the growth 

and proliferation of CSCs. 
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