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  دهيچک
سم يک مکانيعنوان  ک بهيژنت يگردد و اپ ي حاصل ميطيط محي و شراان ژنوميده از تعامل ميچي از صفات پياريش سن مانند بسي افزا: و هدفنهيمز

 ی  کننـده ينيب شي که پيستي زيافتن صفات وابسته به سن و نشانگرهاي ي برايمطالعاتتاکنون  .سازد ين دو عامل را به هم مرتبط مي، ا يرابط مرکز 
 ي  مطالعـه ي مـدل مناسـب بـرا   کي همسان ي دوقلوها. وجود ندارديعچ توافق جامي اما هنوز ه،باشند انجام شده يطول عمر و خطر بروز مرگ م      

عنـوان يکـي از    بـه کـه  هـستند   يدي نوکلئوت ٢٢ کوچک   ي  م کننده ي تنظ يها لکولوها م  miRNA.  سن هستند  شي مرتبط با افزا   کيژنت ي اپ راتييتغ
مرتبط با  يها  miRNA ازيد تعداانيتفاوت ب يالعه بررسن مطيهدف از ا .اند شده شناختههاي اپي ژنتيکي دخيل در فرايند افزايش سن  مکانيسم

 . بود همسانيدر جفت دوقلوهاش سن يافزا
ش يند افزاي و فراي سلولي م چرخهيدر تنظ هدفشان يها  ژنکه miR-107 و miR-106a   ،miR-24ان  ي ب تفاوتن مطالعه   ي در ا  :ي بررس روش

 يبررس ـ مورد qRT-PCR روش از استفاده با سال ۵۰ تا ۴۵ و ۱۷ تا ۱۵ يسن ي ده ردو در همسان ي دوقلو جفت شش ي بر رو،سن نقش دارند
  .گرفت قرار

ان ي بزان عدم تطابق دريم. را نشان داد) برابر ۳۷/۲۲( يدار يمعن تفاوت ،يسن ي رده دو نيب  miR-107 و miR-106a  ،miR-24بيان  :ها افتهي
 .)برابر ۷۳۳/۴۰۱ (افتيش يش سن افزاي دوم با افزايها  اول با قليها  قلي سهي در مقا، miRNAهر سه 

زان ي تفاوت م درشي افزانيهمچن.  گردديش سن تلقي جهت افزاي عاملتواند يم miR-107 و miR-106a  ،miR-24ان يش بيافزا :يريگ جهينت
  .باشد يمسان م هيها دوقلو يها miRNA انيبزان يمط بر ي اثرات محی د کنندهيي تاي به خوب،ش سني افزايطان، يب

  ش سني ، افزاmiRNAک، ي ژنتيدوقلو، اپ: يديواژگان کل
  

  مقدمه
 يي در توانـا   يجيک کـاهش تـدر    يصورت   ش سن به  يافزا     

تا منجر بـه مـرگ     ي که نها  يولوژيزي ف يها  مقابله با چالش   يبرا
 ـ  مـشخص  ،گردد يم   ز صـفات    ا ياريماننـد بـس    .)۱( شـود  يم

  
  
  
  
  

  
   يط ـيط محيان ژنوم و شرا ي از تعامل م   زيش سن ن  ي، افزا دهيچيپ

عنـوان يـک مکانيـسم رابـط       ژنتيـک بـه    گردد و اپي   حاصل مي 
  افـزايش سـن    . سـازد  مرتبط مي  مرکزي، اين دو عامل را به هم      
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يک روند طبيعي است که تمام افراد در طول زندگي خـود بـا          
امل وراثتي ممکن است در ابتدا  هرچند عو . شوند آن مواجه مي  

 طـول عمـر يـک فـرد باشـد، شـرايط محيطـي        ي تعيين کننده 
ثري بر فراينـد افـزايش سـن        وطور م  تواند در طول زمان به     مي

رشد و تکامل موجودات زنده با تغييـرات    . )۲( تاثيرگذار باشد 
گردد، هر   ژنتيکي در طول زمان تنظيم مي      هماهنگ و منظم اپي   

ژنتيکي فاقد نقش شناخته شده در اين   چند بعضي تغييرات اپي   
ژنتيکـي مـوثر،    هـاي اپـي   يکي از مکانيسم. )۳( باشد فرايند مي 

 ۷۰طور نرمال  هاي طبيعي به  در سلول .  است DNAمتيلاسيون  
صـورت متيلـه هـستند در        بـه  CPG هاي  جايگاه  درصد ۹۰تا  

هـا قـرار     که معمـولا در پرومـوتر ژن      CPGکه جزاير    صورتي
اين الگوي متيلاسيون    .)۴( باشند صورت غير متيله مي    دارند به 

شـود يعنـي    صورت معکوس ديده مـي  در روند افزايش سن به   
ها کـاهش داشـته و تعـداد     متيلاسيون کلي در بسياري از بافت     

دومـين  . )۳( گردنـد   هـايپر متيلـه مـي    CPGزيادي از جزايـز     
ژنتيک که بـر افـزايش سـن و طـول عمـر تـاثير                مکانيسم اپي 

تغييرات . )۵( گذارد، تغييرات هيستوني بعد از ترجمه است       مي
ها مورد بررسي قرار  ها و مگس هيستوني بعد از ترجمه در کرم 

ژنتيکـي طـي     گرفته شد و نتايج نشان دادند که اين عامل اپـي          
 هـا بـه   miRNAاز ). ۶(گردنـد   افزايش سن متحمل تغيير مي    

ژنتيکي دخيل در فرايند افزايش سـن       عنوان ديگر مکانيسم اپي   
ــي  ــاد م ــود ي ــا مmiRNA .)۷( ش ــولو ه ــا لک ــکيه    کوچ

 ـ هـستند کـه ب     يدي نوکلئوت ٢٢  ژن هـدف خـود را بعـد از          اني
 ـو   دهنـد  ي قـرار م ـ   ي منف ـ ريثا تحت ت  يسيرونو ا اتـصال بـه     ب

mRNA    گردنـد  ي م ـ  آن  کاهش اي ي داري هدف خود باعث ناپا 
)٨(. miRNA  عنـوان عـاملي تنظـيم کننـده در       توانند به   ها مي

بــسياري از فراينــدهاي ســلولي شــامل تکثيــر و بقــا، تمــايز، 
مطالعات . )۹( رونويسي، پيري و افزايش سن ايفاي نقش کنند    

دهنـد کـه در طـي فراينـد افـزايش سـن بيـان                اخير نشان مي  
miRNA       ۱۰( گردنـد   ها دچـار تغييـر مـي(. miRNA   هـاي 

موجود در اگزوزوم باعث انتقال اطلاعات از سلولي به سـلول        

اگـزوزوم و   . شـوند  هـا مـي    ديگر و ايجاد ارتباط ميـان سـلول       
miRNA   اي که منجر به فرايند افـزايش      پيچيده ي  ها در شبکه

 ـ گردد نقش ايفا مـي     سن مي  هـاي   بررسـي سيـستم    .)۱۱(د  کنن
توانـد بـا    دهد کـه افـزايش سـن مـي     سازي شده نشان مي   مدل

 بــا .)۱۲( هـاتنظيم گـردد   هـا و بيـان پـروتئين    تغييراتـي در ژن 
 هـا کـه   miRNAافزايش سن تمايل به افزايش بيان بعضي از     

دهـد کـه    گردد نشان مي هاي هدفشان مي باعث کاهش بيان ژن  
ژنوم مرتبط با فرايند افزايش سن تا حدي توسط اين  کنترل اپي
miRNA   شـواهد اوليـه در مـورد        .)۱۳( گيـرد   ها صورت مي 

 افزايش سن ی عنوان يک فاکتور تنظيم کننده  به miRNAنقش  
 دست آمـده اسـت   ه ب elegans .Cهاي   از مطالعه بر روي کرم    

)۱۴( .Lin-4  شـود،   ها مي  باعث افزايش طول عمر در اين کرم
 يابنـد  با افزايش سـن کـاهش مـي   Let-7 و  miR-1 در مقابل

 يروبـر  و همکـارانش  هكل  مطالعه که توسط کي در. )۱۵(

 و سه نمونه In Vitroصورت   بهيري با القا پي مدل سلولچهار
 اني کاهش ب، و جوان انجام شد    ري گرفته شده از افراد پ     يارگانل
مـرتبط بـا    miRNA (miR-17, miR-29a, miR-106a, miR-19b) چهار

و همکارانش با   نورن هوتن    .)١٦( دگرديزارش   سن گ  شيافزا
 ـ در دو جمع   يطي خون مح  يا  تک هسته  يها  سلول يبررس  تي

 ,miR-103, miR-107, miR-130a, miR-24) اني ـهش ب و جوان کاريپ

miR-128, miR-155, miR-221, miR-496, miR-1538)  ــا ــرتبط ب را م
 سهيمقاديگري،  ي  مطالعهدر .)١٢(  سن گزارش کردند  شيافزا

  با متوسـط سـن  تي خون کامل در دو جمع     miRNA ليپروفا
 نـشان  جينتـا .  انجام شد Microarray به روش    ٩/٤٥و   ٤/٩٦
 ـ براتيي تغي که داراmiRNA هشتاد از  دهد يم  مـرتبط بـا   اني

شـصت و چهـار      و   شي افـزا  ، مورد شانزده سن بودند،    شيافزا
  .)١٧( دباشن ي ماني کاهش بي دارا،مورد

 ـ تغ ي   مطالعـه  ي مناسـب بـرا    ي همـسان مـدل    يدوقلوها  راتيي
 ـ ،طـي افـزايش سـن      .هـستند  کيژنت ياپ  جي فـرد بـه تـدر    کي

 ـ با ژنت گرشيشود که قل د    ي م يراتييدستخوش تغ   کـسان  يکي
. اي متفـاوت نـشان دهـد       گونـه   به ا ر راتييتغاين  ممکن است   



  بين دوقلوهاي همسان miR-107 و miR-106a، miR-24ميزان بيان  
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شکاف تواند    مي  پل جادي دوقلو با ا   يها استفاده از نمونه  . )١٨(
 ـ را از طر   طي و مح  ي ژن تي فعال انيموجود م   ـ مکان قي  يهـا  سمي

 ـژنت ياپ  ـ  کي بـر اسـاس مطالعـات ذکرشـده،     . )٢(  ببـرد ني از ب
، miR-107هــاي بررســي شــده يعنــي  miRNAمـشترکات  
miR-106   و miR-24    انتخاب و ميزان تفاوت بيانـشان روي ،

شـش جفـت دوقلـوي همـسان در دو      خون محيطـي    ي  نمونه
 سـال مـورد بررسـي قـرار     ۵۰ تـا ۴۵ و ۱۷ تـا    ۱۵ سني   ي  رده

  .گرفت
  

  روش بررسي
 ليتـر از   دو ميلـي   :مطالعـه نمونه و شرکت کننـدگان در            
 جفـت دوقلوهـاي همـسان در دورده    ٦ خون محيطي    ي  نمونه
.  کتبي تهيه شدي نامه  با رضايت سال۵۰ تا۴۵ و ۱۷ تا ۱۵سني 

دوقلوهاي شرکت کننده در اين مطالعه همگي از سلامت کامل 
  هـاي   برخوردار بوده وحتي هيچ گونه دارويـي بـراي بيمـاري           

  

تـا  . کردنـد  هاي قلبي مصرف نمي  اريديابت، فشار خون و بيم    
حد امکان سـعي شـد دوقلوهـاي انتخـاب شـده، در شـرايط               

 تحـصيلي و شـرايط      ي  رشـته  محيطي يکسان زندگي کـرده و     
اثبات همسان بـودن   براي تعيين و .شغلي مشابهي داشته باشند 

اي شـامل    فـرم پرسـشنامه    در مطالعه،     دوقلوهاي شرکت کننده  
توسـط والـدين تکميـل      ) ۱۹( دههاي تاييـد ش ـ    تعدادي سوال 

هاي هر بخش از پرسشنامه نمره بندي شده و در         پاسخ. گرديد
 همسان و يا ناهمسان بـودن  ي  تعيين کننده ،نهايت جمع نهايي  

 ی  به عنوان دوقلوي ناهمسان و نمـره ۷/۰نمره بالاي   . باشد مي
عنوان دوقلوي همسان در نظـر گرفتـه شـد، در             به ۶۴/۰پايين  
قابليــت تمــايز همــسان از  ۶۴/۰-۷/۰ه مــابين کــه نمــر حــالي

  .ناهمسان را ندارد
 هاي مـورد نظـر     miRNAچگونگي مقايسه ميزان تطابق بيان      

ديگـر   سـني  ي  سني و مقايـسه بـا رده  ي در دوقلوهاي هر رده 
  ).١شکل( صورت الگووار طراحي شد به

  
 ۵۰ تا۴۵ و ۱۷ تا ۱۵ دو رده سني فت دوقلوي همسان درشش ج. الف. چگونگي مقايسه دوقلوهاي مورد بررسي در مطالعه: ١شکل 
هاي دوم در همان رده سني و مقايسه ميزان عدم تطابق بيان  هاي اول هر رده سني با قل ها ميان قلmiRNAمقايسه بيان . ب .سال

miRNA بررسي تفاوت بيان . ج .ها در دوقلوهاي همسان در دو رده سني متفاوتmiRNAبا افزايش سنها .  



 همکاران منصوره عجمی و

 ١٣٩٤ارديبهشت  فروردين و, ٩٦ي  شماره, ٢٣ي  ره مي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي و خدمات بهداشتي درماني زنجـان، دوي عل مجله

25 

 گيـري  تـام بـه روش دسـتي و بـا بهـره      RNAاسـتخراج  

 ١٠٦بـه ازاي هـر    :کلروفـرم -برپايه فنل  RNXTM(plus)از

  RNXTM- Plus Solution ميکروليتـــر از٢٠٠ســـلول 
اي،  بعد از ورتکس يـک دقيقـه     . شداستفاده  ) سيناکلون، ايران (

به ازاي .  دقيقه در دماي اتاق قرار داده شدند   ٥مدت   ها به  نمونه
 ميکروليتر کلروفرم اضافه گرديـد  ٢٠٠ليتر نمونه،  يک ميليهر  

 ٤ دقيقه در دماي   ٥سپس. و يک دقيقه به شدت تکان داده شد       
 بعد سانتريفوژ به    ی در مرحله . گراد قرار گرفت    سانتي ی درجه

 ٤در دمــاي دور بــر دقيقــه   ١٢٠٠٠ دقيقــه بــا  ٢٠مــدت 
ال دار انجام   گيري از سانتريفوژ يخچ    با بهره گراد    سانتي  ي  درجه

 با RNAرنگ رويي حاوي  از سه فاز تشکيل شده، فاز بي. شد
دقت به طوري که به دو فاز زيرين آلوده نشود، جدا شده و به          

 جديـدي منتقـل    RNase-Freeليتـري     ميلـي  ٥/١ميکروتيوپ  
 سـرد  درصد ١٠٠هم حجم محلول جداشده به آن اتانول        .شد

يـک شـبانه روز    اضافه و به آرامي مخلوط شـده و بـه مـدت             
)Overnight(    قرار گرفـت  گراد   ی سانتی  درجه -٧٠ در دماي .

  در دمــايrpm١٢٠٠٠ دقيقـه بـا دور   ٤٥سـانتريفوژ بـه مــدت   
دار انجـام و سـپس       سـانتريفوژ يخچـال   گراد   ی سانتی  درجه ٤

انتهـاي   رنـگ در  رسوب سفيد.  دور ريخته شد،محلول رويي
 سـرد شستـشو     ددرص ـ٧٠ ليتر اتانول  ميکروتيوپ، با يک ميلي   

 دقيقـه   ١٠محلول رويي دور ريخته شـده،       . وسانتريفوژ گرديد 
در انتهـا،  . زمان داده شد تا رسـوب مـورد نظـر خـشک شـود       

 بـه هـر نمونـه       RNase-Free ميکروليتر آب مقطر     ٣٠حدود  
  .افزوده و پيپتاز گرديد

براي انجام کنتـرل کيفـي    : استخراج شده RNAکنترل کيفي   
RNAـ   استخراج   روي ژل RNA ميکروليتـر از  ٥دا شـده، ابت
 تهيـه شـده بـود    RNase-Freeکه در شـرايط    درصد ٢آگارز  

و  s١٨بـودن بانـدهاي ريبـوزومي      الکتروفورز گرديد و سـالم   
sمنظـور    بعـد بـه  ي در مرحلـه  . مورد بررسي قـرار گرفـت      ٢٨

شده با پروتئين، ميـزان   استخراج RNAارزيابي ميزان آلودگي 
نـانومتر   ٢٦٠هاي  ه در طول موجشد جذب محصول استخراج

طول مـوج جـذبي     (نانومتر   ٢٨٠و  ) RNAطول موج جذبي    (
 OD مقـدار . بـا دسـتگاه بيوفتـومتر بررسـي شـد     ) پـروتئين 

 ٧/١آلودگي با پروتئين اسـت و اگـر از    بيانگر ميزان٢٨٠/٢٦٠
از . بيشتر باشد، ميزان آلودگي با پـروتئين کمتـر خواهـد بـود            

ستگاه بيوفتومتر مورد ارزيابي قرار  نيز با دRNAطرفي غلظت 
  .گرفت
  و سـنجش   cDNAسنتز   :miRNA و سنجش    cDNAسنتز  

miRNA  بـا اسـتفاده از PCR Detection -QRT miRNA

tKi) America, Stratagen ( ــت ــام گرفـ ــدا . انجـ   در ابتـ
  miRNA ۳′بــه انتهــاي  Aمنظــور اضــافه کــردن دم پلــي  بــه

 ـ  ميكرو ٤ترتيب   به ازاي هر نمونه به        پليمرازبـافر،  Aپلـي   ر  ليت
 تام RNA ميكرو گرم ١،  rATPميلي مول) ۱۰( ر ميكرو ليت١

ليتري ريخته و مخلـوط واکـنش         ميلي ٥/١هاي   ميکروتيوپدر  
 ميکروليتـر  ۲۰ بـه حجـم نهـايي     RNase-Freeبا آب مقطر    

البته با احتساب يک ميکروليتر آنزيمي کـه بايـستي در           (رسيد  
ا بدون ورتکس کردن، بـه آرامـي   ه نمونه). گام بعد اضافه شود 

گراد به مدت   سانتيی  درجه٣٧ و با برنامه دمايي    مخلوط شده 
 دقيقـه، در   ٥گـراد بـه مـدت         سـانتي  ی  درجـه  ٩٥  دقيقه و  ٣٠

پس از اجراي انکوباسـيون  .دستگاه ترمال سايکلر انکوبه شدند 
  .ها بلافاصله بر روي يخ قرار داده شدند فوق، نمونه

 ميكروليتر ٢ به ازاي هر نمونه،      cDNAتز  به منظور واکنش سن   
RT  ــافر ــرو ٤، X۱۰ب ــر ميك ــه اول،  ليت ــصول مرحل   از مح

پرايمر  ليتر ميكرو dNTP  ،۱)مول  ميلي١٠٠ (ليتر ميكرو ۸/۰
 هـاي  ميکروتيـوپ  بـه    RTآنـزيم    ميكروليتـر  ۱ و   RT آداپتور

RNase-Free  ــا ــايي ب ــم نه ــرده و حج ــافه ک  آب ۲/۱۱  اض
RNase-Free   پـس از مخلـوط     . رسانده شد روليتر   ميک ٢٠ به

 ۵۵ دقيقه در ۵نمودن آرام ترکيبات هر ميکروتيوپ، ابتدا براي  
 ی  درجـه ۲۵دقيقـه در   ۱۵گراد و بـه دنبـال آن      سانتي ی درجه
 ي   درجه ۴۲ دقيقه در    ۳۰گراد قرار گرفت و سپس براي        سانتي
منظور فعاليت رونويسي معکوس، بـاقي مانـده و          به گراد سانتي
  ايت براي خاتمه دادن بـه فعاليـت رونويـسي معکـوس،            در نه 
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  . گـراد حـرارت داده شـد     سـانتي ی  درجه۹۵ دقيقه در دماي    ۵
به محـصول هـر      RNase-Free ميکروليتر آب    ۲۸۰در پايان،   

بعدي بـا  هاي  ها براي انجام بررسي    واکنش افزوده شد و نمونه    
Real Time RT- PCR  قـرار  گـراد   ی سـانتی  درجه -۲۰در

 .تندگرف

Real Time RT- PCR: ــس ــام پ ــون ازانج ــاي آزم   ه
هـاي   miRNA دقيـق  و کمي بيان تغييرات گيري اندازه کيفي،

   خــون محيطــي دوقلوهــاي   ي اســتخراج شــده از نمونــه  
  بـا اسـتفاده  و Real Time RT-PCR تکنيـک   همـسان، بـا  

  miRNA QRT-PCR Detection Kit (Stratagen, America)از 

 موجــود در Eva Greenئورســنت رنــگ فلو. انجــام گرفــت
Master Mix   کيـت مـذکور، هماننـد  SYBR Green  يـک 

اي اسـت کـه نيـاز بـه        دو رشـته   DNAرنگ متصل شونده به     
هاي اختصاصي را براي شناسايي محصولات،  استفاده از پروب  

 از خاصـيت  SYBR Greenنمايـد و در مقايـسه بـا     رفع مي
رنـگ  . اسـت فلوئورسانس و اختصاصيت بيشتري برخـوردار       

 Real timeتوانـد در واکـنش     در کيت نيـز مـي   موجودمرجع
مورد استفاده قرار گيرد وعملکرد آن نرمـال سـازي و از بـين              

 غير وابسته به مقـادير، در ميـان   سناهاي فلوئورس بردن تفاوت 

 رنـگ  بـراي اسـتفاده از    .باشـد  هاي مـورد آزمـايش مـي       نمونه
 Nuclease-Freeبـا آب     ۱:۵۰، در ابتدا آن را به ميزان        مذکور

 ميكروليتـر  ۳۷۵/۰ه ميـزان  ببراي هر نمونه رقيق کرده و آنگاه   
ــا   ــراه ب   ،µl۵/۱۲2X miRNA QPCR master mixهم

 پرايمـر  ميكروليتـر  ۱ پرايمر عمـومي معکـوس و    ميكروليتر ۱
 ي بر اساس دستورالعمل شرکت سـازنده   (اختصاصي   جلو روبه
بـا آب مقطـر     حجـم نهـايي     . يکـديگر ترکيـب شـد      با) کيت

RNase-Free   ميكرو ليتر   ۱ رسانده شده که اين مقدار،       ۲۵به
cDNA گيـرد   آخر را نيز در بـر مـي        ي   شده در مرحله   اضافه. 

  ســايکلر ترمــال هــا در دســتگاه پــيش از قــرار دادن نمونــه
Real Time RT-PCR (Applied Biosystem)،  محتـواي 

 مخلوط شـد   که حباب نگيرند   طوري ها به آرامي به    ميکروتيوپ
 ی  درجـه  ۹۵و انکوباسـيون ابتـدا در دمـاي         ) بدون ورتکـس  (

سـپس   )تنهـا بـراي دور اول  ( دقيقه   ۱۰گراد براي مدت     سانتي
 ی  درجـه  ۶۰  ثانيـه، دمـاي    ۱۰گـراد     سـانتي  ی  درجه ۹۵دماي  
گـراد    سانتي ی  درجه ۷۲ ثانيه و در نهايت دماي       ۱۵گراد   سانتي

تـوالي پرايمرهـاي   . رفت دور متوالي انجام گ۴۰ ثانيه براي    ۲۰
 آورده ۱در جـدول   Real Time RT-PCR رمورد استفاده د

  .شده است
  

  مشخصات پرايمرهاي رو به جلو طراحي شده جهت تشخيص ميزان بيان ژن هاي مورد بررسي:۱جدول 
miRNA Primer-F TM Length 
hsa-miR-107 AGCAGCATTGTACAGGGCTATC 57.1 ºC 22 
hsa-miR-24-3p TGGCTCAGTTCAGCAGGAA 56.5 ºC 19 
hsa-miR-106a-5p AAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 55.3 ºC 23 
U6 AAATTGGAACGATACAGAGAAG 57.87 22 

  

  ها يافته
  گيـري کمـي بـراي بررسـي تفـاوت بيـان       نتيجه اندازه      

 miR-24, miR-106aوmiR-107: حاضر پس ي در مطالعه 
ــتخراج  ــه RNAاز اس ــون محيي  از نمون ــاي  خ ــي دوقلوه   ط

 از نمونه cDNAهاي کمي و کيفي آن، سنتز    همسان و بررسي  

ــد    ــام ش ــسان انج ــاي هم ــي دوقلوه ــون محيط ــنش. خ   واک
Real Time RT-PCR  رويcDNA ــط ــر توس ــورد نظ    م

ABI Step One  ميـزان بيـان   . انجام گرفـتmiRNA  هـاي 
عنـوان کنتـرل داخلـي، نرمـال      به U6 مورد نظر نسبت به بيان

   Ct=Ct miRNA of interest – Ct U Δ 6        .سازي شد
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ها در دو رنج     هاي مورد نظر بين دوقلو     سپس بر اساس مقايسه   
 کـه روشـي بـراي    CTبا استفاده از مـدل   سني ياد شده و   

ها است، بررسي تفاوت در تغييرات بيان  سنجش نسبي بيان ژن
miRNAهاي مورد نظر انجام گرفت .  

  

ΔΔCT = ΔCT sample1 – ΔCT sample2 
 

2-ΔΔCT = Relative Fold Change in gene expression level 
 

-miR  هاي miRNAنتايج حاصل از بررسي تفاوت بيان 

24, miR-106aوmiR-107 ــا  در مقايــسه قــل هــاي اول ب
طبق روند توضـيح داده شـده در    :هاي دوم با افزايش سن   قل

  در ميـزان بيـان    ابتـدا تفـاوت     ) ب -۱شـکل   (طراحي مطالعه   
miR-24, miR-106a, miR-107 ي هاي اول هر رده قل بين 

سـپس  ارزيابي شده و سني ي هاي دوم در همان رده سني با قل  
 هــاي مــذکور در جفــت miRNAميــزان عــدم تطــابق بيــان 

 ۵۰ تا ۴۵ سال نسبت به جفت دوقلوهاي     ۱۷ تا   ۱۵دوقلوهاي  
  .سال بررسي شد

  بـين   درmiR-106a وmiR-107, miR-24  عدم تطابق بيان
   سـني   ي  هـاي دوم در هـر دو رده        هاي اول نـسبت بـه قـل        قل

 ۵۰ تـا  ۴۵ سني ي در رده ين عدم تطابق تنها اما امشاهده شد،
ــي   ــاري معن ــر آم ــال از نظ ــود  س ــهP-value(دار ب ــب   ب   ترتي

 و miR-106a  :<0/05 ،<0/01 وmiR-107, miR-24  براي
هاي اول نـسبت بـه    بين قل يان درب ميزان عدم تطابق  .)0/01>

   سـني ي  سـال نـسبت بـه رده       ۵۰ تا   ۴۵ ي  هاي دوم در رده    قل
   ســال افــزايش داشــت کــه ايــن افــزايش در     ۱۷ تــا ۱۵

  داري   هــا از نظــر آمــاري تفــاوت معنــي    miRNAهمــه 
ــت  ــراي P-value(داش ــب ب ــه ترتي    miR-107, miR-24  ب

  ).۲شکل ()0/001>و  miR-106a  :<0/05 ،<0/001 و

  
 

 
  
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
  

  
 

 SEMصورت  انحراف از ميانگين به. هاي دوم هاي اول نسبت به قل  ها مابين قلmiRNAميزان عدم تطابق بيان  تاثير افزايش سن بر: ۲شکل 
  )0/001>  وmiR-106a  : <0/05 ، <0/001 وmiR-107, miR-24ترتيب براي  به P-value(محاسبه شده است 

  miR-24)  جmiR-107) ب miR-106a)  الف
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 ,miR-24 هايmiRNAنتايج حاصل از بررسي تفاوت بيان 

miR-106a و miR-107   مـه بـدون در   ادر اد :  با افزايش سن
 ـهـا، بررسـي تغي   ي در نمونـه   ينظر گرفتن نـسبت دوقلـو        راتي

   بـر اسـاس      سـنی  ي  های مورد نظر در دو رده      miRNAيان  ب
  . انجـام گرفـت   ) ج -۱شـکل   (شکل الگووار طراحي مطالعـه      

در  miR-107 وmiR-24, miR-106a هــاي miRNAبيـان  
  سـال ۱۷ تـا  ۱۵ سـني  ی  سال نـسبت بـه رده  ۵۰ تا   ۴۵ ی رده

ــا      ــب ب ــه ترتي ــان ب ــزايش بي ــن اف ــه اي ــت ک ــزايش داش   اف
p-value <0/001,<0/01   دار  آماري معنـي    نظر  از 0/001> و

  ).۳شکل ( بود

  
 به ترتيب براي p-value. ( محاسبه شده استSEMصورت  انحراف از ميانگين به.  هاmiRNA تاثير افزايش سن بر تفاوت بيان: ٣شکل 

miR-106a ،miR-24 وmiR-107: <0/001,<0/01 الف. )0/001> و (miR-106aب  (miR-107ج (miR-24.  
  

  بحث 
 يکـسر ي است که منجـر بـه        ای دهيچي پ روند سن   شيافزا     

 امـد ي و پ  )٢٠( شود يها م  مسي در ارگان  يکيولوژي ب يها عملکرد
اگر چه . )۲۱( ت و مرگ اسيماري استعداد ابتلا به بشيآن افزا

 ـ سـن و پ    شي افـزا  ياساس مولکـول    در حـال حاضـر در       يري
 ـ نظرچي شده است، ه ـ  ي بررس ي تجرب يها  از مدل  ياريبس  ي هي
 ـا.  باشد وجود ندارديري روند پي  دهندهحي که توض  يعمجا  ني

، DNA بي شــامل کوتــاه شــدن تلــومر، آســيرونــد مولکــول
هــا  ژن انيــب راتييــ ســاختار ارگانــل و ســلول و تغيفروپاشــ

هـاي ژنـي     موجـودات پيچيـده داراي عملکـرد      . )٢٢( باشد يم
اي کـه در آن   متفاوت در طول زندگي خود و مرتبط با مرحلـه  

يـک ازايـن مراحـل يکـسري از          باشند، در هـر    قرار دارند مي  
هاي ارگانيـسم در آن       نياز ي  هاي مولکولي تضمين کننده    فرايند

از تمايز سلولي در طي مرحله رشـد و نمـو تـا           (باشد   سن مي 
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ــظ و ن ــستمحف ــداري سي ــده در   گه ــود زن ــاتي موج ــاي حي ه
 CPG را شامل کيژنت ي اپي فاکتورهانيمحقق. )۲۳()بزرگسالي

 مثـل   دهشونرکدي غ يها RNA و   ستوني ه تغييرات ون،يلاسيمت
miRNAs ـ تغ ي کنترل مرکز  ي برا يعنوان عامل   به   ـ ب راتيي  اني

 ـ سـن پ شي افـزا ي ژنوم در ط ـ  يداريپاها و نا   ژن   دادنـد شنهادي
هـاي   ها با افزايش سن در مـدل     miRNAتغييرات بيان   . )٢٤(

. )۲۵-۲۸(  کبد و مغز نيز تاييد شده است    ي  موشي و در نمونه   
ــلول   ــن در س ــزايش س ــدتا  اف ــا عم ــطه    وP53-P21  توس

P16-PRB     ي   سـرعت چرخـه    ي  که از مسيرهاي تنظيم کننده 
هاي انتخـاب شـده      miRNA. گردد باشند کنترل مي   سلول مي 

ــرار دادن   ــدف قـ ــه باهـ ــاي  ژنmiRNAدر ايـــن مطالعـ   هـ
P16, P21, CDK6 کننـد  در روند افزايش سن ايفاي نقش مي .

هـاي زمـاني،     دليل ملاحظات اخلاقي و همچنين محدوديت      به
صـورت    افزايش سن بـه   ي  لعات انجام شده در زمينه    بيشتر مطا 

در . هاي حيواني انجام گرفتـه اسـت       آزمايشگاهي و روي مدل   
 خـون کامـل انجـام    ي هـا روي نمونـه    حاضر بررسيي  مطالعه

گرفته و نشان داده شد که افزايش سـن باعـث افـزايش بيـان               
miRNAهاي miR-24, miR-106aو miR-107   مي گـردد

اي است که افـزايش بيـان        هماهنگي با مطالعه  که اين يافته در     
miR-107 ــه   ســلولي را در رده ــرطاني ري ــاي س ــسان ي ه  ان

دانسته که باعـث     CDK6 ول مهار رونويسي و ناپايداري    ومس
بـر  . )۲۳ و۲۹( گـردد   سلولي و افزايش سن مي     ي  مهار چرخه 

 هـاي مـورد بررسـي در ايـن        miRNAخلاف افـزايش بيـان      
اي  هاي تک هـسته  همکارانش با بررسي سلول و هوتنمطالعه،  

کاهش  )سال٣٠-٦٩(محيطي در دو جمعيت پير و جوان  خون
نتايج نشان داد . را گزارش کردندmiR-24   وmiR-107 بيان

هـاي هدفـشان متـاثر از         ها و ژن   miRNAکه بيان تعدادي از     
بيني مسيرهاي مولکولي احتمالي     باشد، با پيش   افزايش سن مي  

هـا در تنظـيم وکنتـرل    miRNA مرتبط بيان کردنـد کـه ايـن    
سرطان نقش داشته و کاهش بيانشان با افزايش سـن احتمـال            

ديگـري   ي  مطالعـه در. )۱۲( دهد ه سرطان را افزايش ميابتلا ب 

 خون کامل miRNA لي پروفاي سهيمقابه الشاراوي  توسط   که
 بـه روش    سـال  ٩/٤٥و   ٤/٩٦  با متوسط سـن    تيدر دو جمع  

Microarray  ــان ــايج حــاکي از کــاهش بي ــه شــد، نت  پرداخت
miRNA  هايmiR-24, miR-106aو miR-107  با افزايش

  .)١٧( سن بود
هاي انجـام شـده بـر ميـزان بيـان            اين تفاوت در نتايج بررسي    

miRNA          تـوان بـه عوامـل      ها در رونـد افـزايش سـن را مـي
هـاي مـورد     جمله تفاوت در نوع سـلول    متعددي نسبت داد از   

هـاي خـون     هـاي لنفوسـيت و يـا کـل سـلول           سلول( بررسي
 ي  در مطالعـه  ( هاي سني متفاوت انتخـاب شـده       ، رده )محيطي

 سـال سـن   ۵۰هاي سني انتخـاب شـده کمتـر از         حاضر گروه 
 سـني   ي  ردهالـشاراوي   طور مثال مطالعه     که به  داشتند، در حالي  

، و يـا حتـي   )رسي قـرار داده بودنـد    سال را مورد بر    ۵۰بالاي  
افـراد شـرکت   . کننـد  اقليم متفاوتي که افراد در آن زندگي مـي     

کننده در اين مطالعه از جمعيـت سـالمي کـه داروي خاصـي               
 که اين تعريف در  در حاليندکردند انتخاب گرديد مصرف نمي

دليـل ديگرتفـاوت در نتـايج،       . ساير مطالعات ذکر نـشده بـود      
  .ت مورد استفاده در اين مطالعات بودهاي متفاو تکنيک

 راتييــ تغي  مطالعــهي بـرا يمـدل مناســب ي همــسان دوقلوهـا 
تـا بـه امـروز شـواهد     .  سن هستند شي مرتبط با افزا   کيژنت ياپ

ژنتيـک در دوقلوهـاي      متناقضي از عدم تطـابق ژنتيـک و اپـي         
طور کلي عـدم   به. همسان در سنين کودکي گزارش شده است      

هـاي غيـر     دوقلوهاي همسان را بـه محـيط      تطابق فنوتيپي بين    
شـوند نـسبت     مشترکي که در طول زندگي بـا آن مواجـه مـي           

عامل افزايش سن به عنوان فاکتوري مهم در افزايش         . دهند مي
 ميزان عدم تطابق در مطالعات انجام شده مـورد توافـق اسـت            

اپي ژنوم حالتي پويا داشته و مرتبط و متاثر از تغييـرات         . )۳۰(
ژنتيـک   مطالعات زيادي در تاييد نقش اپـي      . )۳۱( محيط است 

هاي همسان مطـرح   عنوان عامل کليدي در عدم تطابق دوقلو      به
تحقيقــات جديــد بــا نگــاه . )۱۸، ۳۰و ۳۲و ۳۳( شــده اســت

تري به بررسي دلايل عدم تطـابق در دوقلوهـاي همـسان      دقيق
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 ـژنت ياپ  ها، miRNAانيبکنترل هاي  يکي از راه.پردازد مي  کي
ژنتيکـي تحـت      اپي هاي و بالعکس بعضي از مکانيسم    باشد   مي

با در نظـر گـرفتن ايـن       . )۳۴و  ۳۵( ها هستند  miRNAتنظيم  
 را نيـز عـاملي      miRNAتوان تفاوت در ميزان بيان       ارتباط مي 

در اين مطالعه . جهت عدم تطابق در دوقلوهاي همسان دانست  
  وmiR-24, miR-106a هاي miRNAتفاوت در ميزان بيان 

miR-107      ،در  که همگي مرتبط با فرايند افزايش سن هـستند 
با وجود شرايط محيطي مشابه     . دوقلوهاي همسان بررسي شد   

 هاي مذکور miRNAبا افزايش سن ميزان عدم تطابق در بيان   
 ايـن   ي  اين امر نـشان دهنـده     . داري افزايش يافت   طور معني  به

ترين تفاوت در شـرايط محيطـي    ييحقيقت است که حتي جز  
فـاوت  که ممکن است در نگاه اول قابل چشم پوشي باشـد، ت           

شـود کـه تجمـع ايـن          ها را منجر مي    miRNAدر ميزان بيان    
تواند از عوامـل   تفاوت بيان در طول زمان و با افزايش سن مي      

اصــلي عــدم تطــابق در دوقلوهــاي همــسان در ســنين بــالاتر 
  .محسوب گردد

  
 نتيجه گيري

عنـوان   تواننـد بـه    مـي  عوامل دخيل در فرايند افزايش سن          
هاي مرتبط بـا افـزايش        بيماري ي   دهنده آگهي فاکتورهاي پيش 

 ي دوقلوهاي همسان بـا داشـتن مـاده      . سن نيز محسوب شوند   
توانند نقش موثري در بررسي تاثير شـرايط         ژنتيکي يکسان مي  

شرايط محيطي از طريق . محيطي بر روند افزايش سن ايفا کنند
هــا از جملــه  ژنتيکــي بــر ميــزان بيــان ژن هــاي اپــي مکانيــسم
miRNA  اهميت اثر شرايط محيطـي تـا       . اثير گذار است  ها ت

حدي است که به وضوح با افزايش سن و تجمع تـاثيرات آن،    
  وmiR-24, miR-106aباعث افزايش عـدم تطـابق در بيـان    

miR-107ــا چرخــه ــري در ي  مــرتبط ب  ســلولي و فراينــد پي
 ديگـر برگرفتـه از ايـن       ي  نتيجـه . گـردد  دوقلوهاي همسان مي  

 miR-107  وmiR-24, miR-106aش بيان مطالعه يعني افزاي
ها و  ز اهميت است و با بررسيياي حا لهابا افزايش سن نيز مس
  توانـد تاييـدي باشـد بـر ايـن نظريـه کـه            مطالعات بيشتر مـي   

RNA     عنوان يک افـق جديـد     توانند به   هاي غير کد شونده مي
در تحقيقات آينده با هدف به تـاخير انـداختن رونـد پيـري و        

 .)۲(د به سلامت در نظر گرفته شوندگسترش امي

 
  تشکر و قدر داني

 گـروه  اين پـژوهش در قالـب پايـان نامـه دانـشجويي در             
ــت   ــده اس ــام ش ــدرس انج ــت م ــشگاه تربي ــاتولوژي دان . هم

دانيم از زحمات اين عزيزان و نيز        وسيله بر خود لازم مي     بدين
انجمن دوقلوها و چندقلوهاي پارسي که در معرفـي دوقلوهـا           

اند، تقدير   هاي سني مختلف نهايت همکاري را داشته       در گروه 
  .و تشکر نماييم
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Background and Objective: Aging like many complex traits is the result of interaction between genome and 

environmental factors and epigenetic mechanisms as a central connector links these two markers. So far, 

investigations on age-related characteristics and biomarkers predicting survival and risk of death have been 

carried out, none of which led to an overall consensus among the researchers. Identical twins are good 

models to study epigenetic changes associated with senescence. MicroRNAs are small non-coding regulatory 

RNA molecules known as one of the epigenetic mechanisms involved in the aging process. The aim of this 

study was to compare some of miRNAs expression associated with aging in pairs of identical twins. 

Materials and Methods: In this study, variations in expression of miR-106a, miR-24 and miR-107 whose 

target genes are associated with cell cycle regulation, in six pairs of identical twins within two age ranges of 

15 - 17  and 45 - 50 years old were studied using qRT-PCR technique. 

Results: There was a significant difference in expressions of miR-24, miR-106a and miR-107 (Fold change= 

22 and 37) between two age ranges. Also, the level of discordance in expression of all three miRNAs 

between twins increased with aging (Fold change= 401 and 733). 

Conclusion: Increase in the expression of miR-106a, miR-24 and miR-107 may be considered as a marker of 

aging. A trend rising differences in expression levels related to aging may confirm the environmental effects 

on the identical twins.  
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