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 چکیده:

ی یک مهارکننده آدنوکارسینومای معده دومین عامل مرگ ناشی از سرطان در سراسر جهان است. اسیدسیتریک یک اسید آلی طبیعی، به عنوان مقدمه:

 انیبمیزان  برباشد. در این مطالعه اثر اسیدسیتریک های سرطانی مورد توجه میهای دخیل در مسیر گلیکولیز، در راستای حذف سلولفیزیولوژیکی آنزیم
 ( مورد بررسی قرار گرفت. AGSدر رده سلولی آدنوکارسینومای معده انسان ) p21و  p53 یهاژن

 p53های لیتر برای بررسی بیان ژنمیکروگرم/ میلی 1600و  800، 400های مختلف اسیدسیتریک شامل با غلظت AGSی ردههای سلول روش کار:

 مورد بررسی قرار گرفت. Real Time- PCRهای مذکور از طریق تحلیل ساعت انکوبه شدند. سپس میزان بیان ژن 48و  24ظرف مدت  p21و 

های در گروه p21و  p53های نتایج حاصل از این پژوهش حاکی از آن است که تیمار با اسیدسیتریک سبب افزایش معناداری در بیان ژن ها:یافته

در  به ترتیب ساعته 48و  24 انکوباسیون هایدر زمان و زمان به صورت غیر وابسته به دوز p53 افزایش بیان ژنآزمایشی نسبت به گروه کنترل شد. 
در هر دو زمان انکوباسیون   p21افزایش بیان برای ژن  در مقایسه با گروه کنترل معنادار بود.لیتر میکروگرم/ میلی 800و  لیترمیکرگرم/ میلی 1600 تغلظ

 به صورت وابسته به دوز و زمان بود.

های آدنوکارسینومای معده ی از تکثیر، از میزان رشد سلولهای دخیل در مسیر آپوپتوز و جلوگیراسیدسیتریک قادر است با القاء بیان ژن گیری:نتیجه

 ی ضد سرطان در راستای درمان سرطان معده به کار رود. بتواند به عنوان یک ماده اسیدسیتریک رسدبه نظر می کم کند. از این رو،
 

 p53 ،p21اسیدسیتریک، آدنوکارسینوما، بیان ژن،  کلیدی: واژگان

 

 مقدمه:
های سلولی با خصوصیت بدخیم اطلاق ای از تودهسرطان به دسته

های ترین و شدیدترین بیماریها شایعشود. امروزه سرطانمی
ها، . در بین انواع بدخیمی[2،1] مشاهده شده در طب بالینی هستند

های شایع در سراسر جهان آدنوکارسینومای معده یکی از سرطان
است. با وجود کاهش میزان بروز آدنوکارسینومای معده در 

طان به عنوان چهارمین های اخیر، همچنان این نوع سرسال
سرطان شایع و دومین علت مرگ ناشی از سرطان در جهان 

ی ششم عمر . سن شایع این بدخیمی دهه[3]شودمحسوب می
تر نیز مشاهده شده است. است، اما وقوع آن در سنین پایین

هایی است که اگر زود تشخیص داده سرطان معده از جمله بیماری
بوده، ولی در صورت تشخیص  شود به طور کامل قابل علاج

دیرهنگام ممکن است از معده فراتر رفته و به نقاط دیگر بدن 
اندازی کند. درمان اصلی این سرطان در مراحل اولیه با دست

کمک فقط جراحی و در مراحل پیشرفته با انجام جراحی به همراه 

Pars J Med Sci 2021;18(4):17-24 



 و همکاران حامد نصر اصفهانی   یهاژن انیبمیزان  برتأثیر اسیدسیتریک 

 99چهار، زمستان، شماره مهیجدهشکی پارس، دوره زمجله علوم پ

 18 

شیمی درمانی و رادیو درمانی است که معمولاً با نتایج خوبی همراه 
. بنابراین، یک نیاز فوری برای یافتن راهکارهای درمانی [4]یست ن

موثرتر به منظور افزایش مدت زمان بقاء مبتلایان احساس می 
سلولی و عدم وجود تعادل  شود. از آن جائی که مقاومت به مرگ

بین تقسیم سلولی و مرگ سلولی، منجر به عدم کنترل تکثیر 
ها به اکنون بیشتر توجهشود، همهای توموری معده میسلول

سوی شناسایی ترکیبات درمانی جلب شده است که می توانند 
های سرطانی معده را مهار کنند. برخی از این ترکیبات تکثیر سلول

های ضد آپوپتوزی منجر به افزایش با هدف قرار دادن پروتئین
و تسهیل القاء   p21و  p53های پروآپوپتوزی از جمله پروتئین

های سرطانی شده و بدین طریق باعث مرگ ز در سلولآپوپتو
توسط ژن   p53. پروتئین [6،5]شوند های توموری میسلول

رمزگذاری  17ی واقع بر کروموزوم شماره  p53سرکوبگر تومور 
شود. این پروتئین دارای نیمه عمر کوتاهی است و در سلول می

آسیب به  شود، اما به محض وقوعبه طور طبیعی انباشته نمی
DNA سطح آن به منظور ترمیم ،DNA  یا القاء آپوپتوز افزایش

باعث  DNAاز طریق اتصال به  p53یابد. در این زمان پروتئین می
 6p21.2واقع در موقیعیت کروموزومی  WAF1تحریک ژن 

است. پروتئین مذکور  P21ی پروتئین شود که این ژن سازندهمی
ی ی ورود سلول به مرحلهاجازهچسبد و می CDK2به پروتئین 

کند. بدین ترتیب، بعد را نداده و چرخه سلولی ترمیم را متوقف می
 BAXاز طریق افزایش بیان پروتئین پروآپوپتوزی p53 پروتئین 

توان به ی این ترکیبات می.  از جمله[8،7]کند آپوپتوز را القاء می
ترکیبات طبیعی به  ترکیبات با منشاء طبیعی اشاره کرد. استفاده از

عنوان دارو به دلیل دارا بودن اثرات جانبی کمتر در مقایسه با 
ترکیبات شمیایی همواره مورد توجه بوده است. از گذشته، ترکیبات 
طبیعی منبع منحصر به فردی برای تأمین داروهای مصرفی 

اند و به خاطر عدم بروز مشکلات بیشتر در ی بشری بودهجامعه
های انسانی از آن ها نقش مهمی در درمان بیماریاثر استفاده 

. اسیدسیتریک یک اسید آلی طبیعی است که [9]اندایفا کرده
جات و سبزیجات به ویژه مرکبات ی برخی از میوهعموماً در عصاره

شود. این اسید آلی هم اکنون به طور گسترده به عنوان یافت می
ی در صنعت مورد استفاده ی غذایهاها و نگهدارندهیکی از افزودنی

. علاوه بر آن، امروزه اسیدسیتریک به عنوان [10]گیرد قرار می
های دخیل در مسیر ی فیزیولوژیکی آنزیمیک مهارکننده

های سرطانی از طریق القای گلیکولیز، در راستای حذف سلول
. [11]نیز مورد توجه قرار گرفته است  ریزی شدهمرگ برنامه

بر  IIکولیز و آپوپتوز به سطح آنزیم هگزوکیناز ارتباط بین گلی
فسفات تبدیل کرده و  6گردد. آنزیم مذکور گلوکز را به گلوکز می

شود و ی آبشار آنزیمی میباعث پیشبرد فرآیند گلیکولیز به وسیله
زمانی که منافذ غشاء خارجی میتوکندری باز هستند، باعث 

شده که  VDACوان پایداری یک جزء ساختاری این منافذ با عن
نقش آن تنظیم نفوذپذیری منافذ است. بدین ترتیب، پایداری 

، نفوذپذیری را در غشاء IIایجاد شده در این جزء توسط هگزوکیناز 
از مجموعه،  IIکند. با حذف هگزوکیناز خارجی غیرفعال می

شود که به دنبال نفوذپذیری در غشاء خارجی میتوکندری القاء می
به درن سیتوپلاسم ترشح شده و آبشارکسپازی  Cآن سیتوکروم 

شود. اسیدسیتریک از طریق به راه افتاده باعث القاء آپوپتوز می
های دخیل و دیگر آنزیم IIتأثیرگذاری بر سطح آنزیم هگزوکیناز 

در مسیر گلیکولیز عملکرد ضد سرطانی خود را اعمال می کند 
سی تاثیر این اسید با هدف برر حاضر مطالعه . ازاین رو،[12-14]

  p53 و  p21 یهاژن انیبمیزان  بربا آن  انکوباسیون زمان و مدت
 در رده سلولی آدنوکارسینومای معده انسان انجام شد.

 

 روش کار:
تا شهریور  1397این مطالعه به صورت تجربی از اردیبهشت 

تکوینی و مرکز تحقیقات  -در مرکز تحقیقات سلولی 1397
بیوتکنولوژی دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد با مجوز اخلاق 

انجام شد.  IR.IAU.SHK.REC.1397.028در پژوهش به شماره 
یستی ایران از مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و ز AGSی سلولی رده

 DMEM-F12 (Dulbecco'sخریداری شد. در محیط کشت 

Modified Eagle's medium( )Gibco, USA درصد  10( حاوی
FBS (Foetal Bovine Serum( )Gibco, USA و یک درصد )

Penstrep (Penicillin-Streptomycin( )Gibco, USA در )
، CO2درصد گاز  5( با فشار Memmert, Germanyانکوباتور )

ی سانتی گراد، در فلاسک درجه 37درصد و دمای  90رطوبت 
 برای و تعویض بار سه ایهفته کشت کشت داده شد. محیط 75

استفاده شد.  EDTAها از محلول تریپسین/سلول برداشت
اسیدسیتریک به صورت آماده و به حالت جامد از شرکت 

SIGMA-ALDRICH  با نام تجاریCitric acid- anhydrous, 

cell culture tested  2404و شماره محصولC  تهیه شد. به منظور
سلول در  3×105، تعداد  P21و  p53های بررسی میزان بیان ژن

، 400های های شش خانه کشت داده شدند. سپس با غلظتپلیت
های در بازه [15]لیتر اسیدسیتریک میکروگرم/ میلی 1600و  800

وبه شدند. پس از گذشت و انک ساعت تیمار 48و 24زمانی 
ها در سه گروه آزمایش با سه غلظت های مذکور سلولزمان

لیتر و گروه کنترل میکروگرم/ میلی 1600و  800، 400مختلف
سلولی با  PBS ،Total RNAبرداشت و پس از شستشو با بافر 

 Biozol Total RNA Extractionاستفاده از معرف بایوزول )

reagentبا شماره محصو ،)( لBSC51M1( ،)BioFlux, China )
های ، نمونهHeat blockجداسازی شدند. به منظور انجام مرحله 

درجه  60ی قبل در دستگاه ترموسایکلر با دمای حاصل از مرحله
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دقیقه قرار داده شدند. در ادامه تمام  20سانتی گراد به مدت 
 cDNAبا استفاده از کیت سنتز  RNAهای توالی

(RT Reagent kit (Perfect Real Time) TMPrimeScript ،)
(Takara به ،)cDNA  درجه سانتی گراد  -20تبدیل و به فریزر

با استفاده   P21و  p53های منتقل شدند. سنجش میزان بیان ژن
 ,Rotor gene 3000 corbett)مدل  Real Time PCRاز دستگاه 

Australia) نشی ارزیابی شد. برای انجام واکنش، مخلوط واک
میکرولیتر، پرایمر رفت و برگشت  1، به مقدار cDNAمتشکل از 

، به مقدار RNase-free waterمیکرولیتر،  5/0هر کدام به مقدار 
-Master Mix RTمیکرولیتر مسترمیکس ) 5/12میکرولیتر و  5/5

PCR( )Ampliqon تهیه شد. توالی پرایمرهای پیش رو  و پس )
 Oligo6با استفاده از نرم افزار  P21و  GAPDH ،p53های رو  ژن

از صحیح بودن  NBCIنمودن آن ها در  Blastطراحی و سپس با 
سنتز  Macrogenآن ها اطمینان حاصل و در نهایت توسط شرکت 

، به عنوان کنترل داخلی استفاده GAPDH(. از ژن 1شدند )جدول 
 20شد. سپس مخلوط واکنش پس از آماده سازی با حجم نهایی 

قرار  2ی دمایی ذکر شده در جدول تر تحت تاثیر برنامهمیکرولی
گرفت. در نهایت تحلیل آماری با استفاده از آزمون من ویتنی با 

برای تمام  انجام شد. حدود اطمینان SPSSکمک نرم افزار 
 در نظر گرفته شد. P >%5و سطح معناداری آماری  %95ها آزمون

 
 های مورد مطالعهمشخصات پرایمر :1جدول 

 

Intron-

span 
DNA RNA Primers mRNA accession 

number 
Official 

Name 

(gene) 

 

- - 152 20 ACATAGTGTGGTGGTGCCCT F NM-00546.5 P53 1 

20 ACCTCAAAGCTGTTCCGTCC R 

- - 110 22 CATGTGGACCTGTCACTGTCTT F NM- 

001291549.1 
P21 2 

19 CTGGTCTGCCGCCGTTTTC R 

- 286 286 22 CACATGGCCTCCAAGGAGTAAG F NM-

001256799.2 
GAPDH 3 

20 AGGGGAGATTCAGTGTGGTG R 

 

 Rael Time PCRشرایط دمایی واکنش  :2جدول
 

PCR initial denaturation step 10 سیکل 1 ی سانتی گراددرجه 95 دقیقه 

Denaturation 15 ی سانتی گراددرجه 95 ثانیه  

 

 سیکل 40

Annealing p21 gene 60 ی سانتی گراددرجه 62 ثانیه 

Annealing p53 gene 60 ی سانتی گراددرجه 62 ثانیه 

Annealing GAPDH gene 60 ی سانتی گراددرجه 61 ثانیه 

 

 :هایافته
تیمار شده با  AGSدر رده سلولی  p21و  p53های میزان بیان ژن

میکروگرم/  1600و  800، 400های مختلف اسیدسیتریک )غلظت
 48و 24ی انکوباسیون )های دو گانهلیتر( بعد از گذشت زمانمیلی

مورد بررسی قرار گرفت.  Real Time- PCRساعت( با استفاده از 
، ΔΔct-2حاصل با استفاده از فرمول  Ctتجزیه و تحلیل مقادیر 

بیانگر افزایش در میزان بیان هر دو ژن یاد شده در مقایسه با  ژن 
(. 4 -1های های مشخص است )شکلمرجع در برخی از غلظت

های آزمایشی نسبت ، در گروهp21این افزایش در میزان بیان ژن 

ه کنترل به صورت وابسته به دوز مشاهده شد. حال آن که به گرو
به صورت غیر وابسته به دوز در   p53 افزایش در میزان بیان ژن

های اسیدسیتریک نسبت به گروه کنترل به طور برخی از غلظت
چشمگیرتری مشاهده شد. بیشترین میزان بیان ژن مذکور مربوط 

یتر بود که در حقیقت لمیکروگرم/ میلی 800به تیمار با غلظت 
ی اثر گذاری بیشتر این دوز از اسیدسیتریک بر مهار نشان دهنده

 های سرطانی است.روند رشد سلول
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 .ساعت 24لیتر( و زمان انکوباسیون میکروگرم/ میلی 1600و  800، 400های )در غلظت Ctبر اساس  p53نمودار میزان بیان ژن  :1شکل 
*P<0.05 صورتها بهها در مقابل گروه کنترل.  دادهاختلاف معنادار سایر گروهmean ± SD  اند.نمایش داده شده 

 

 
 .ساعت 48لیتر( و زمان انکوباسیون میکروگرم/ میلی 1600و  800، 400های )در غلظت Ctبراساس  p53نمودار میزان بیان ژن  :2شکل 

*P<0.05 صورتها بهها در مقابل گروه کنترل. دادهایر گروهاختلاف معنادار س mean ± SD  اند.نمایش داده شده 
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 ساعت. 24لیتر( و زمان انکوباسیون میکروگرم/ میلی 1600و  800، 400های )در غلظت Ctبراساس   p21نمودار میزان بیان ژن  :3شکل 

*P<0.05 صورتها بهکنترل. دادهها در مقابل گروه اختلاف معنادار سایر گروه mean ± SD  اند.نمایش داده شده 
 

 
 ساعت. 48لیتر( و زمان انکوباسیون میکروگرم/ میلی 1600و  800، 400های )در غلظت Ctبراساس   p21میزان بیان ژن  :4شکل 

*P<0.05 صورت ها بهها در مقابل گروه کنترل. دادهاختلاف معنادار سایر گروهmean ± SD  اند.ایش داده شدهنم 

 
 



 و همکاران حامد نصر اصفهانی   یهاژن انیبمیزان  برتأثیر اسیدسیتریک 
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 :بحث
های در پژوهش حاضر توانایی اسیدسیتریک در تغییر بیان ژن

های پروآپوپتوزی دخیل در مسیر مرگ ی پروتئینرمزکننده
ی آدنوکارسینومای معده انسان مورد بررسی های ردهسلولی سلول

های آدنوکارسینومای معده قرار گرفت. در این پژوهش تیمار سلول
 1600و  800، 400های مختلف اسیدسیتریک )انسان با غلظت
ساعت  48و  24 ون با زمان هایلیتر( و انکوباسیمیکروگرم/ میلی

های هدف نتایج قابل توجهی را در افزایش میزان بیان ژن
( نشان داد. شایان ذکر است که این افزایش p21و  p53پژوهش )

های آزمایشی نسبت به گروه ، در گروهp21در میزان بیان ژن 
کنترل به صورت وابسته به دوز و زمان مشاهده شد، حال آن که 

به صورت غیر وابسته به دوز و   p53 در میزان بیان ژنافزایش 
های اسیدسیتریک نسبت به گروه کنترل زمان در برخی از غلظت

، p53 به طور چشمگیرتری مشاهده شد. بیشترین میزان بیان ژن
ساعت به ترتیب مربوط به  48و  24های انکوباسیون در زمان

میکروگرم/  800لیتر و میکروگرم/ میلی 1600تیمار با غلظت
ی اثر گذاری بیشتر این لیتر بود که در حقیقت نشان دهندهمیلی

های سرطانی است. دوزها از اسیدسیتریک بر مهار روند رشد سلول
در خصوص تاثیر اسیدسیتریک  2008بررسی انجام شده در سال 

های سرطانی نشان داد که اسیدسیتریک با بر رشد و تکثیر سلول
سازی و آزاد p21، بیان پروتئین p53پروتئین تاثیر روی بیان 

. [13]کند های سرطانی القاء میآپوپتوز را در سلول Cسیتوکروم 
نیز مشخص شد که  2011بر اساس پژوهش انجام شده در سال 

ی آنزیم گلیکولیتیک و مهارکنندهاسیدسیتریک به عنوان یک آنتی
و  Mcl-1ن فسفو فروکتوکیناز قادر است از طریق کاهش بیان ژ

باعث تخریب  p21و  p53های پروآپوتوزی افزایش بیان ژن
ی دیگری در سال . مطالعه[16]شود ها ها و آپوپتوز در آنسلول

های نشان داد که اسیدسیتریک نه تنها مانع از تکثیر سلول 2013
HaCaT های شود، بلکه باعث القاء ژنبه صورت وابسته به دوز می

. [17]شود می G2/Mف چرخه سلولی در مرحله پروآپوپتوزی و توق
های بررسی اثر درمانی اسیدسیتریک در سلول 2017در سال 

های سرطانی با اثر مختلف سرطان نشان داد که تمایز سلول
ی تری کربوکسیلیک اسید سیتریک اسید از طریق مهار چرخه

تواند برای درمان شود. بنابر این اسیدسیتریک میمتوقف می
 هایژن یرسا دخالت ی کهجائ از آن. [18]سرطان مفید باشد 

بر تکثیر و  است ممکن های پیام رسان سلولیدخیل در مسیر
 کنند، ایفا های سرطانی معده از مرگ سلولی نقشفراوانی سلول

انجام   هاژن دیگر خصوص در بیشتری پیشنهاد می شود مطالعات
 شود.

 

 :گیرینتیجه
در پژوهش حاضر، بیانگر آن  Real Time PCRنتایج حاصل از 

های است که اسیدسیتریک قادر است با تاثیرگذاری بر بیان ژن
p53  وp21 ها مرگ را در و افزایش میزان تولید محصول آن

های آدنوکارسینومای معده انسان القاء کرده و از این طریق سلول
 در درمان سرطان معده مؤثر واقع شود.

 

 تشکر و قدردانی:
اثر  یبررسنامه کارشناسی ارشد با عنوان این مقاله حاصل پایان

در رده سلولی   p53 و  p21 یهاژن انیبمیزان  براسیدسیتریک 
( مصوب دانشگاه آزاد اسلامی AGSآدنوکارسینومای معده انسان )

است. بدین وسیله از کلیه عزیزانی  1397واحد شهرکرد در سال 
 شود.اند سپاسگزاری میانجام آن همکاری داشتهکه در 
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Abstract:  
Introduction: 

Gastric adenocarcinoma is the second leading cause of death from cancer worldwide. Citric acid is a 

naturally organic acid that considered as a physiological inhibitor of enzymes involved in glycolysis 

pathway to remove cancer cells. In this study, the effect of citric acid on p53 and p21 genes expression 

of the human gastric adenocarcinoma cell line (AGS) was examined.  

Materials and Methods:  

AGS cells with different concentrations of citric acid (400, 800 and 1600 μg / ml) to examine the 

expression of genes P53 and p21 were incubated for 24 and 48 hours. Then, the expression of p53 and 

p21 genes were analyzed by Real Time PCR.  

Results:  

The results of this study indicate that treatment with citric acid increased the expression of p53 and p21 

genes in the experimental groups compared to the control group. Over expression of p53 gene at 

concentrations of 1600 and 800 μg / ml, respectively, was significant at 24 and 48 hours incubation 

times in dose and time independent manner. Expression of p21 gene at both incubation times was dose- 

and time dependent manner. 

Conclusion:  

The results indicate that citric acid can reduce the growth of gastric adenocarcinoma cells by inducing 

expression of genes that involved in the apoptosis pathway and preventing proliferation. Therefore, 

citric acid seems to be used as an anticancer agent for the treatment of gastric cancer.   
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