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 دهیچک
 طوربه سرطان درمان زانيم. دهدمي ليتشک را سرطان از يناش وميرمرگ %11 حدود و است سرطان از يناش وميرمرگ ياصل علت متاستاز زمینه و هدف:

يم، ترين ويژگي يک سلول توموري بدخمهم .است سرطانسلول  تکثير مهار و زودهنگام صيتشخ ليدل به عمدتاً شرفتيپ نيا است، افتهي بهبود توجهيقابل

سرطان  درمان و دارو توسعه آگهي،پيش سرطان، صيتشخ در. مطالعه مهاجرت سلولي و فاكتورهاي مؤثر در آن استتوانايي فعاليت تهاجم و مهاجرت سلولي 

هاي درگير در زمايشگاه و نيز جهت بررسي فعاليت آنزيمي نويني جهت بررسي قدرت تهاجم و مهاجرت سلولي در محيط آهاروشها و . تکنيکاستارزشمند 

توان ها در محيط آزمايشگاه و مدل حيواني ميفرآيند تهاجم وجود دارند. اثر و كارآمد بودن داروها و تركيبات مختلف ضد سرطاني را با استفاده از اين روش

 ي قرار داد.موردبررس

 trans well migration assay ،scratch wound assay ،microfluidic chamberشامل  in-vitroدر  مهاجرت هايآزمون از ايخلاصهدر اين مقاله  نتیجه گیری:

assay ،exclusion zone assay ،fence assay،micro carrier bead assay   وspheroid migration assay  و يک روش درin-vivo ،Chick chorioallantoic 

membrane (CAM) assay  ي هاروش نيهمچن.در اين مقاله كنيمميارائهIn situ Zymography،ELISA ،FRET based measurement of MMP activity 

،Substrate Zymography  عنوان آنزيم اصلي در تخريب ماتريکس خارج سلولي توضيح داده شده آنزيم ماتريکس متالوپروتئيناز به زانيم گيرياندازهمنظور به

 .است

 

 بررسي مهاجرت سلولي، تومور بدخيم ماتريکس متالوپروتئيناز، کلمات کلیدی:

 

 
 

 

 

 

 مقدمه
 ازي سرطان هايسلول در طي آن كه است ينديفرا متاستاز

و در محل ديگري غير از محل تومور اوليه  منتشرشده هياول تومور

 مهاجرت، ،يياجد مراحل شامل متاستاز. (0)كنند رشد مي

 نگيگناليس مختلف يرهايمس توسطي است و چسبندگ و تهاجم

( ECM) اطراف يسلول خارج کسيماتر تأثير تحت و شدهميتنظ

(، Angiogenesisسه ويژگي اصلي رگ زايي ) .(2) دارد قرار

(، توانايي تخريب ماتريکس خارج Cell motilityتحرک سلولي )

خيم خارج تواند يک سلول سرطاني را از حالت خوشسلولي، مي

 و به حالت بدخيم تبديل كند.

به فرايند تشکيل عروق خوني آنژبوژنسيس و يا رگ زايي گفته  

به  بانفوذشود. در شرايط پاتولوژيک مانند سرطان، آنژيوژنز مي

هاي توموري درون تومورها اكسيژن و مواد غذايي لازم براي سلول

ترتيب براي اينكند و بهكند و مواد زائد را دفع ميرا فراهم مي

. تحرک سلولي نيز از مراحل (3) استزم تکثير و بقاي تومور لا

دهي آيد و سازمانحساب ميمهم در تهاجم تومورها و متاستاز به

ي هاي اصلي تحرک سلولولي اكتين از مکانيسممجدد اسکلت سل

 . (4)آيد حساب ميبه

مروریمقاله   

 

مركز تحقيقات علوم و فناوري تشخيص آزمايشگاهي،  ریتا عرب سلغار، :مسئول نویسنده*

 دانشکده پيراپزشکي، دانشگاه علوم پزشکي شيراز، شيراز، ايران
Email: arabsolghar@sums.ac.ir 

                                                                                 8005-9725-0003-0000https://orcid.org/ 
 

 

                  

 
 

 

                            

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

10
5.

20
19

.8
.4

.1
.7

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

bs
.f

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
6-

06
 ]

 

                             1 / 12

http://journal.fums.ac.ir/
https://orcid.org/0000-0001-8878-3481
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285105.2019.8.4.1.7
http://jabs.fums.ac.ir/article-1-791-en.html


 

 

journal.fums.ac.ir 

 9317زمستان  | 4شماره  | هشتمسال  |مجله دانشگاه علوم پزشکی فسا 

 

 MMPs تیو فعالی بررسی قدرت تهاجم و مهاجرت سلولی هاکیتکن

 پزشکی بالینی دوره

 

0110 

اهميت بسيار زياد ماتريکس خارج  دهندهنشانمطالعات اخير 

 اتريکس خارج سلولي بخش. ماستسلولي در پيشرفت سرطان 

 ها،پروتئين است و متشکل از اطراف سلول محيط از مهمي

. تخريب است ساكاريدها پلي و هاپروتئگليکان ها،گليکوپروتئين

ECM هاي پروتئوليتيک انجام در مهاجرت سلولي توسط آنزيم

 . (6 ،5)شود مي

 پروتئولیتیک هایالف( آنزیم

(، سيستئين Metalloproteinaseهاي متالوپروتئينازها )آنزيم

 Serine(، سرين پروتئازها )Cysteine Proteaseپروتئازها )

Protease هاميآنزاين  باشند. فعاليتمي هاميآنز( از اين قبيل 

 كل مرگ موجب و داشته هابافت مخربي بر عواقب توانندمي

 . (7)شوند  ارگانيزم

 (MMP)متالوپروتئیناز  کسی( ماتر1

وابسته به  يهامياي از آنزماتريکس متالوپروتئينازها خانواده

و به دو صورت پروآنزيم و آنزيم  هستند( Zinc-dependentروي )

در  هاميآنز. اين (8)هاي بيولوژيکي وجود دارند فعال در محلول

مواردي مانند بازسازي بافت، بهبود زخم و رشد جنين بيان 

ها با شرايط پاتولوژيکي مانند آرتريت شوند و بيان نامعمول آنمي

. تعدادي (1-02)راه است روماتوئيد و تهاجم سلولي و متاستاز هم

از ماتريکس متالوپروتئينازها مانند كلاژناز، ژلاتيناز و 

. (04 ،03)شوند ها محلول بوده و به بيرون ترشح مياسترموليزين

متصل به غشاي پلاسمايي هستند  هاميآنزتعدادي ديگر از اين 

(Membrane Type (MT-MMP) )(05، 06) نيترمهم. از 

MMP هايي كه در فرآيندInvasion & Migration  دخالت دارند

MMP2  وMMP9 باشند. اين دو نوع ميMMP كلاژن تيپ ،IV 

 ،03 ،00)كنند را تخريب مي استكه ماده اصلي غشاي پايه 

 MMPي بافتي هامهاركنندهتوسط  MMP. فعاليت (07

(TIMMPكنترل مي ) (08)شود    . 

 پروتئازها نیستئی( س2

 ن درسيستئي ماندهباقي توسط پروتئوليتيک هاياين آنزيم

 مليزوزو در توانندمي هاشوند. آنمي خود شناسايي جايگاه فعال

قرار ( كالپين) در سيتوزول يا( S و B، L، H كاتپسين)مانند 

تئين فعاليت سيس بين از مطالعات همبستگي زيادي تعدادگيرند. 

 ،01) دهنديمپروتئازهاي ليزوزومي و پيشرفت تومور را نشان 

 هر ندتواننوع كاتپسين مي . خانواده سيستئين پروتئازهاي(21

 (ECM) سلولي خارج و سلولي داخل ماتريکس هايدو پروتئين

 همهاركنند توسط توانندمي ها. كاتپسين(22 ،20)را تجزيه كنند 

ي هاتبافو  هاسلولدر  سيستاتين، نام به سيستئين پروتئاز،

 .(23)شوند  نرمال تنظيم

 پروتئازها نی( سر3

سرين پروتئازها كه در تخريب ماتريکس خارج سلولي نقش 

ي پلاسمينوژن انواع بافتي و هاكنندهفعالدارند شامل پلاسمين، 

و  tissue type Plasminogen Activator (tPA)يوروكيناز 

urokinase type Plasminogen Activator (uPA) باشند مي

 ارجخ کسيماتر ياجزا از ياريبس بيتخر به قادر نيپلاسم. (24)

. (25) استمانند ژلاتين، فيبرونکتين، لامينين  يسلول

 در كليدي آنزيم يک(tpa) پلاسمينوژن نوع بافتي كننده فعال

روكيناز نوع يو كنندهفعال كهيدرحالاست  فيبرينوليتيک آبشار

(uPA)  از طريق فعال كردن پلاسمين منجر به تخريب

 توسط PA شود. فعاليتهاي ماتريکس خارج سلولي ميپروتئين

ي پلاسمينوژن كنندهفعالي اختصاصي كه براي هامهاركننده

عضو خانواده  كه ييهامهاركنندهشود، مي وجود دارد كنترل

 .(27 ،26 ،07)هستند ( serpin) پروتئاز مهاركننده سرين

د توانند فرآيني مختلفي وجود دارند كه ميهاروشها و تکنيک

( و in-vitroتهاجم و مهاجرت سلولي را در محيط آزمايشگاه )

 ايخلاصه. (28) ي قرار دهندموردبررس( in-vivoمدل حيواني )

 .(28-31)زير آورده شده است  درها تست نيا يهايژگيو از

 (Trans membrane Assaysبرون غشایی ) ( سنجش1

( membrane insertاين روش ابتدا يک درج غشايي )در 

شود. شود كه در آن چاهک به دو بخش تقسيم مياستفاده مي

در  هاسلولو  شدهاضافهسوسپانسيون سلولي به بخش بالايي 

با شمارش  هاسلولكنند، مهاجرت طول غشا مهاجرت مي

 دهي چسبيهاسلولشود. در قسمت پائيني غشا انجام مي هاسلول

يستال كر بارنگبه قسمت پائيني غشا با متانول فيکس شده و 

 membrane insertشوند. جنس ي و شمارش ميزيآمرنگويوله 

. جهت سنجش استي استريپلكربناتي يا فيلترهايي پلي

شود يي استفاده ميتنهابه membrane insertمهاجرت سلولي 

با ماتريژل  membrane insertولي در سنجش تهاجم سلولي 

ي كه ماده است IVشود. جنس ماتريژل كلاژن تيپ پوشانده مي

 جهيدرنت. استي ماتريکس خارج سلولي دهندهليتشکاصلي 

وليد شوند توانايي تيي كه به سمت پائين غشا منتقل ميهاسلول

ي ماتريکس خارج سلولي را دارند. قبل كنندهبيتخرهاي آنزيم

سلولي به قسمت بالايي غشا،  از اضافه كردن سوسپانسيون

نگهداري  FBSدر محيط كشت بدون  24hبه مدت  هاسلول
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( برسند. به قسمت Starveي گرسنگي )شوند تا به مرحلهمي

عنوان ماده جاذب شيميايي به 3T3پائيني غشا سوپ سلولي 

(Chemo attractantاضافه مي ) شود. بعد از انکوباسيون در يک

 C º 37و دماي  2CO% 5 کوباتور حاويمشخص در ان زمانمدت

. لازم به ذكر رديگيمي قرار موردبررسمهاجرت و تهاجم سلولي 

( روي فيلترها متفاوت است poresي )هاسوراخي اندازهاست كه 

، Mµ02 تواندكه بستگي به نوع سلول دارد. اندازه اين فيلترها مي

Mµ 01 ،Mµ 8 ،Mµ 5  وMµ 3  ( از 0)شکل  .(31)باشد

ي هاسلولفوايد اين تکنيک به مواردي مانند سازگاري با 

، كسيچسبنده و غير چسبنده، استفاده در بررسي مواد كموتا

سطح فيلتر با هر ماتريکس خارج سلولي،  پوشاندنتوانايي 

اشاره كرد. از  توانيمدر يک مسير مشخص  هاسلولجابجايي 

، set upبه نياز به چندين مرحله  توانيممعايب اين تکنيک نيز 

ي و شمارش مرفولوژو مشاهده  هاسلولمشکل در بررسي 

ي يکنواخت زيآمرنگي كه توزيع و درزمانبخصوص  هاسلول

 . (31)نباشد، اشاره كرد 

 (Scratch wound assays( سنجش زخم خراش یافته )2

 Multi wellدر ظروف چند چاهکي ) هاسلولدر اين روش، 

assay plateاجازه داده  هاسلولشوند به اين ( كشت داده مي

ي سلولي شود تا به كف چاهک بچسبند و يک رديف لايهمي

آورند. سپس از ( را به وجود confluent mono layerيکنواخت )

ي برنده مانند نيدل جهت ايجاد خراش و برداشت يک وسيله

ان عنوبه موردنظرتركيبات  ازآنپسشود و استفاده مي هاسلول

شوند و در فواصل زماني منظم از كانديداهاي درماني اضافه مي

عنوان اهداف درماني شود. بهعکس گرفته مي هاسلولحركت 

رشد و مهاجرت سلولي و يا  كنندهکيتحرتوانيم داروهاي مي

ي تحرک سلولي استفاده كنيم. درنهايت مهاركنندهداروهاي 

به سمت داخل مهاجرت نموده و فضاهاي خالي را پر  هاسلول

 
 Invasion and migrationسنجش برون غشايي، بررسي فعاليت  -1شکل 
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تواند از چندين ساعت تا چندين روز مي هاسلولكنند. حركت مي

طول بکشد كه بستگي به نوع سلول، شرايط محيطي و سطح 

 است، دارد.  جادشدهياخراشي كه 

جابجايي  ازجملهتوان به مواردي اين تکنيک مي از فوايد

در يک مسير مشخص، توانايي پوشاندن سطح فيلتر با  هاسلول

ي جابجايي و هر ماتريکس خارج سلولي، توانايي مشاهده

در طول آزمايش اشاره كرد. معايب اين  هاسلولمرفولوژي 

ي ايجاد هاروشمتفاوت بودن  ،ازجملهتکنيک نيز شامل مواردي 

تواند منجر به تفاوت در ي مختلف كه ميهاشگاهيآزماخراش در 

ي هاشگاهيآزمادر  جادشدهياي هاخراشاندازه، شکل و فضاي 

ي مورد هاسلولآيا گروه  كهنيامتفاوت شود، حصول اطمينان از 

( Confluencyي )فيردهمدرمان و گروه كنترل در يک درجه از 

تواند به ماتريکس خارج مشکل است. خراش مي دارندوجود 

سلولي زيرين آسيب بزند. نتايج به دليل آزاد شدن فاكتورهايي 

وش اين ر نيچنهمتواند تغيير كند و مي دهيدبيآسي هاسلولاز 

ي غير چسبنده و مواد كموتاكسي مناسب نيست هاسلولبراي 

(30) . 

ي هاشركتجهت برطرف شدن مشکلات و معايب اين تکنيک، 

 Cyto هاتيك، يکي از اين اندكردههيتهيي را هاتيكتجاري 

select Tm 24 well wound healing assay kit در اين است .

شود كه براي اكثريت ( استفاده ميinsertيي )هادرجكيت از 

يي هاخراش، هادرج است.و شرايط آزمايشگاهي مناسب  هاسلول

كند كه براي يجاد ميا 0.9mm اندازهبهبا يک فضاي مشخص 

, 21)گيري قدرت تهاجم و مهاجرت سلولي مناسب است اندازه

 ( 3و  2. ) شکل (31

 
 Cyto select Tm 24 well wound healing assay kitنماي شماتيک از كيت نجاري  -2شکل 
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 Microی ریز مایع )هااتاقک( سنجش با استفاده از 3

fluidic chamber assays) 

ي توموري در هاسلولاز اين تکنيک جهت بررسي مهاجرت 

شود. در اين تکنيک از ي استفاده ميبعدسهطول ماتريکس 

شود كه شامل دو قسمت براي ورود مواد ي استفاده ميالهيوس

يي يا درون يک ماتريکس از قسمت تنهابه هاسلول، سپس است

اد . موچسبنديمشوند و به كف اتاقک وارد وسيله مي تركوچک

وارد و يک شيب غلظت  تربزرگمورد آزمايش از سمت قسمت 

در جهت شيب  هاسلولشود سپس ي سطوح ايجاد ميدررو

 هرلحظهغلظت به سمت مواد مورد آزمايش مهاجرت و در 

 (.4شکل شود )ي ميبردارعکس

 هاقکاتا پر شدنبه مواردي مانند،  توانيماز فوايد اين تکنيک 

با ماتريکس خارج سلولي مناسب، نياز به تعداد كمي سلول و 

ي چسبنده و غير هاسلولميزان كمي از مواد معرف، سازگاري با 

 در طول هاسلولچسبنده، توانايي مشاهده جابجايي و مرفولوژي 

اشاره كرد. معايب  هاسلولآزمايش، مشخص بودن مسير جابجايي 

اين تکنيک نيز شامل مواردي مانند، مشکلات تکنيکي در 

ي آن، بروز تبخير، لزوم خارج كردن روزانه محيط كشت اندازراه

درنتيجه آن نياز به نيروي كار بيشتر در اين و  هاكنندهو ممانعت 

 . (32 ،21 ،28) استتکنيک 

 Exclusion Zone) فردمنحصربهی ( سنجش ناحیه4

assays) 

 انامک وها سلول مهاجرت از يقيدق برآورد تواندمياين تکنيک 

مشابه  .آورد فراهمها سلولمشاهده  قيطر از را هاآن يابيارز

 Exclusion ک،يديفلوئ کرويم يهاشيآزما و خراش يهاتست

Zone assays باكه  است يدوبعد يسلول مهاجرتروش  کي 

د. كنجلوگيري مي كشت يهاسلول جذب از مانع کي از استفاده

، مانع در موقعيت قرار ECMهاي بعد از كشت كردن پروتئين

 

نماي شماتيک از زخم خراش يافته -3شکل   

 

 
ريز مايع يهااتاقکسنجش با استفاده از  -4شکل   
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 يکدست هاسلول كهيهنگامشود. كشت مي هاسلولو  رديگيم

شود و حركت سلولي حاصل مشاهده شوند، مانع برداشته ميمي

 . (33)شود مي

شده  طراحي از جنس سيليکون در اين روش، موانع كوچکي 

 چاهکي قرار 16 پليت يک چاهک هر در توانندكه مي است

 طقهمن يک وها قرارگرفته سلول كشت از قبل موانع اين. گيرند

ر طوبه هاسلول نکهيازاپس .كنندمي ايجاد خود نوک با ممنوعه

 طرق ي بهاهيناحو  شوندمي كامل يکنواخت شدند، موانع برداشته

 ازآنپس هاسلولكه  شودمي ايجاد بدون سلول متريليم 2

 يزيآمرنگ از پس سپس،توانند به آن ناحيه مهاجرت كنند. مي

 زانمي ،ي آنکروسکوپيمبررسي  و فلورسنت يهابارنگ مناسب

 بدون منطقه به كه ييهاسلول شمارش لهيوسبه مهاجرت

 .(34) شودمي نييتع ،اندكرده مهاجرت ايهريدا يهاسلول

 يروش تنها Exclusion Zone assays روش ،حاضر حال در

سلولي را  درحركت ECM نيپروتئ اثرات يبررس اجازه كه است

 يهاداده، توانايي ارائه ازجمله يمتفاوت يايمزا يدارا دهد ومي

 هتج و سرعت فاصله، ،يمورفولوژ به مربوط يابيباز قابل و يقو

 به يبيآس چيه ن،يا بر علاوه را فراهم كند. هاسلول مهاجرت

شود ارد نميو يکيالکتر دنيبر اي يکيمکان بيتخر ازها سلول

 (.5)شکل  (35)

5 )Fence assay (Ring assay) 

 Exclusion Zone assaysاساس اين آزمايش معکوس روش 
در حلقه قابل جابجايي  هاسلول Fence assay. در آزمايش است

ند. شوي پليت كشت سلول استاندارد قرار دارد، وارد ميبر روكه 

 از پسشوند.  وصل حلقه يداخل بخشدر  ندتوانتنها ميها سلول

 اجازهها سلولبه  و شودمي برداشته لقهح ،هاسلولاتصال 

 

 
 cell exclusion zone assay،Fence assay، micro carrier bead assay ،Spheroid migration assayهاي نماي شماتيک از تکنيک -5شکل 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

10
5.

20
19

.8
.4

.1
.7

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

bs
.f

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
6-

06
 ]

 

                             6 / 12

http://journal.fums.ac.ir/
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285105.2019.8.4.1.7
http://jabs.fums.ac.ir/article-1-791-en.html


 

 

7931 زمستان | 4شماره  | هشتمسال  |مجله دانشگاه علوم پزشکی فسا   

 

 و همکارانعلی گلستان 

journal.fums.ac.ir 0116 

 مهاجرت .شوند منتقلآن  خارج به يارهيدا هيناح از دهنديم

ر د يهاسلول حركت سرعت و رديگيم قرار نظارت تحت يسلول

 گيرياندازهميکروسکوپ  باهنگام حركت به قسمت جديد 

 يبرا کياتومات و راحت يهاروش ازاين روش  .(36) شودمي

ل استري مانند يمتفاوت يايمزا كه است يسلول مهاجرت مطالعه

 مهاجرت مطالعه اجازه و كشت سلول به مدت طولاني داشتننگه

 روش نيادهد. همچنين مشخص را مي سيکماتر کي به يسلول

 زرگب يهاشگاهيآزما يبرا و ندارد ازين متيقگران يهادستگاه هب

  .(35) است کساني كوچک و

6) Micro carrier bead assay  

 ازها سلول مهاجرت اساس بر را يسلول تحرک ش،يآزما نيا

 گيرياندازه 2D يسلول تكش عروق سطوح به حامل يهادانه

 يهامثال دانهعنوان)به حامل يهادانه نيبنابرا، كندمي

Dextran DEAEيهادانه ؛ Cytodex )يده پوشها سلول با

را  هادانه سطحتا  كنند رشد توانندميها سلول نيا. شوندمي

ده يپوش يهادانه شود،مي ليتکم واكنش كهيهنگامبپوشانند. 

 مشخص مدت يبراي سلول كشت ظروف يرو بر سلول باشده 

 و شوندمي حذف مکش توسطها دانه سپس، رنديگيم قرار

 كشت مخزن سطح بهي حامل هادانه از كه ييهاسلول

 يهاسلول نيا .شوندمي يزيآمرنگ و ثابت ،اندشدهمنتقل

 .(37) دكر يابيارز و ييشناسا کروسکوپيم با توانمي راشده رنگ

 توسط يراحتبه تواندمي آزمون نيا در يسلول مهاجرت ،قطعاً

 يزيآمرنگ و ونيکساسيف بدون يسلول زنده کروسکوپيم

 هاسلول. از مزاياي اين روش اين است كه شود نظارتها سلول

طي و شراي كنند جاديا را اتصالات سلولي توانندمي هادانه بر روي

از جهت ديگر از معايب اين  .در بافت را ايجاد كند هاسلولمشابه 

 كه دارد وجود ييهادانه شهيهمروش اين است كه در اين روش 

 .ستندين دهيپوش يكافاندازه به اي دهندينم پوشش را آنها سلول

 ادهاستف ليوتحلهيتجز يبرا و شوند ييشناسا ديباها دانه نيا

 يهادانه كه است روش اين نيا ضعف نقاط از گريد يکي. نشوند

Cytodex  ً(35) هستند گراننسبتا . 

7 )Sopheroid migration assay 

 نوع تومور يهاسلولاسفروئيدهاي  دادن قرار با شيآزما نيا

شود. ي انجام ميمعمول يسلول كشت ظرف بر روي يک يخاص

 .است فوق يهاحامل کرويم تست آزمون به مشابه آزمايش ساسا

 به روعشها سلول ،يکيپلاست سطح به دياسفروئ چسبيدن از پس

 شيافزا يمحسوس طوربه اتصال نهيزم و كنندمي مهاجرت

حركت  توانمي كنندمي حركتها سلول كهطور همان ابد،ييم

 تيمز ک. يكرد گيرياندازه کروسکوپيم با زمان طول درها را آن

 فوق در شدهفيتوص يهاشيآزما با سهيمقا در اين روش عمده

 يکيولوژيزيف يمورفولوژ ،دياسفروئ 3Dساختار  كه است نيا

 . (38)كند را ايجاد مي بافتشبيه 

 

 تهاجم و مهاجرت سلولی در مدل حیوانی

ي سرطاني در محيط هاسلولبررسي تهاجم و مهاجرت 

ي خاصي دارد كه باعث از هاتيمحدود( In-vitroآزمايشگاه )

( در In-vivoشود كه در بدن )دست دادن فرآيندهاي مهمي مي

 Chickدهد. رويان جوجه )هنگام متاستاز و آنژيوژنزيس روي مي

embryoي اين فرآيندها در داخل ( مدل مناسبي براي مطالعه

. بررسي اين فرآيندها با در دست داشتن غشاي استبدن 

يک بافت پر از عروق خوني كه اطراف رويان را )كوريوآلانتويک 

است. غشاي كوريوآلانتوئيک  ريپذانجامپوشانده است( 

Chorioallantoic membrane (CAM يک غشاي عروقي است )

جود دارد. در پستانداران اين كه در تخم پرندگان و خزندگان و

 . (31) آورديمساختار جفت را به وجود 

ود شدر اين روش از چندين رنگ فلورسنت مختلف استفاده مي

ي سرطاني را هاسلولعروق خوني رويان و  زمانهمكه 

ز ي نتايج، مورد آناليبردارعکسبا  تيدرنهاكند و ي ميگذارنشانه

. غشاي آلانتويک رويان مدل مناسبي براي رديگيمقرار 

اقتصادي مدل مناسبي براي  ازلحاظو  استي سريع هاسنجش

ي سرطاني در شرايط فيزيولوژيک فراهم هاسلولي مطالعه

 . (40 ،41)كند مي

ي هاسلولبه درون  CAMدرون  شدهقيتزري توموري هاسلول

ين كنند. ااپيتليوم و بافت پيوند مزانشيمال زير آن تهاجم مي

 هاسلول %81بيش از  است؛ كهمحل پر از عروق خوني فشرده 

ي زيآمتيموفقطور و بعد از يک تا سه روز به ماننديمآن زنده در 

 يهاسلولكنند. فرآيند متاستاز منجر به رهايي رگ زايي مي

د، شوهاي دورتر ميهاي پر از عروق خوني به بافتتوموري از بافت

و رگ زايي  افتنديمي توموري گير هاسلولجايي كه در آن 

 . (42)كنند مي

عنوان يک مدل حيواني در فرآيند به CAMاز فوايد مدل 

 سيستم توان به موارد زير اشاره كرد، نابالغ بودنمتاستاز مي

ايمني رويان جوجه به دليل عدم تکميل عروق لنفاوي منجر به 

ي سرطاني بدون پاسخ ايمني اختصاصي يا هاسلولرشد و تکثير 
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ي ي سرطانهاسلولشود. تغييرات در مرفولوژي ي ميراختصاصيغ

ي و مشاهده موردبررستواند با ميکروسکوپ در رويان جوجه مي

ي اهسلولي استاندارد، اكثريت ي موشهامدلقرار گيرد. برخلاف 

د توانند رشد و تکثير كننسرطاني بدون آسيب سلولي خاص مي

 ،41)( كنند Angiogenesisو زنده بمانند و شروع به رگ زايي )

40) . 
 

ی آنزیم ماتریکس متالوپروتئیناز، هاتیفعالسنجش و 

 اهمیت زیموگرافی

 MMP  ماتريکس متالوپروتئينازها(، اندوپپتيدازهايي هستند(

كه توانايي تخريب ماتريکس خارج سلولي را دارند و در 

فرآيندهاي فيزيولوژيکي مختلفي مثل تغيير شکل بافت، رگ 

 MMP. عدم تنظيم فعاليت (32)و ترميم بافت نقش دارند  زايي

در تعدادي از فرآيندهاي پاتولوژيک مثل آرتريت، سکته قلبي، 

ي انسدادي ريوي، التهاب و هايماريبنارسايي مزمن قلب، 

عنوان هدف دارويي در به MMPمتاستاز سرطان نقش دارد. 

ي مختلفي هاروششود. ي فوق استفاده ميهايماريبدرمان 

يولوژيک ي بهانمونهدر  MMPهاي جهت سنجش فعاليت آنزيم

 . (43 ،32)وجود دارد 

1 )In situ Zymography 

 تيعالف مطالعه يبرا جيرا يهاروش از يکي نيپروتئ يموگرافيز

 آن يهامهاركننده و( MMPs)متالوپروتئيناز  کسيماتري ميآنز

. يک تکنيک نسبتاً ارزان است كه جهت شناسايي و (44) است

لف هاي مختبررسي موقعيت پروتئازهاي اختصاصي در برش بافت

 و كندمي حفظ را بافت از اتيجزئ ،In situ Zymographyاست. 

 يهاتکنيک ريسا با ميآنز ۀمطالعباعث تکميل  تواندمي

طور خلاصه . به(45) شود مييتوشيمونوسيا مانند ،يکروسکوپيم

در اين تکنيک سوبستراهاي اختصاصي براي پروتئازهاي خاص 

 زمانمدت. بعد از رنديگيميي از بافت قرار هابرشدر سطح 

نگهداري، سوبسترا تجزيه خواهد شد كه تجزيه شدن بستگي به 

دو فاكتور زمان و ميزان فعاليت آنزيم در آن محل از بافت 

ز ميکروسکوپ نوري يا فلورسنت اختصاصي دارد. با استفاده ا

و با  مينكيمبسته به نوع سوبسترا، ميزان تجزيه شدن را بررسي 

خص ها مشي پروتئاز را در برش بافتهاميآنزاين تکنيک موقعيت 

بودن و مشخص كردن  متيقارزانفوايد اين روش . كنيممي

ي كم زيآمرنگو معايب آن حساسيت  MMPهاي موقعيت آنزيم

 .(32 ،21) استكمي  ازنظرو عدم بررسي آنزيم 

2 )ELISA 

هاي انساني MMPطور گسترده براي شناسايي ـ به

منظور بررسي همکاران به و ونگي .رديگيمقرار  مورداستفاده

 ،MMP-9 گيرياندازه ،خون خطاهاي موجود در استفاده از

TIMP-1 و TIMP-2  جينتاقرار دادند.  موردمطالعهرا در خون 

 گردش نييتع يبرا مناسب نمونه کي تواندينم سرم كه داد نشان

MMP9 و TIMP-1 منجر به ايجاد  و همچنين هپارين باشد

 از يريجلوگ منظوربه .شودمي TIMP-2 گيرياندازه دراختلال 

 يتخابان نمونه عنوانبه هتراتيس يپلاسما ل،يوتحلهيتجزخطا در 

پيشنهاد شده است  MMP-9 و MMP-2 انتشار گيرياندازه يبرا

نياز به مقدار كم نمونه را  توانيماز فوايد اين روش  .(47 ،46)

اشاره نمود و معايب آن نيز شامل عدم توانايي شناسايي كمپلکس 

نقش روبه  MMPدايمرهاي كهنيابا توجه به  MMPيا دايمرهاي 

دارند، فعاليت آنزيم را  MMPي هايماريبرشدي در ارتباط با 

ه توان اندازتوان اندازه گرفت اما مقدار كمي از آنزيم را مينمي

 گرفت.

3 )FRET based measurement of MMP activity 

از پپتيدهاي سنتز شده  MMPبراي ارزيابي فعاليت آنزيم 

شود. در يک ( استفاده ميShort synthetic peptideكوتاهي )

سمت پپتيد مواد فلورسنتي متصل شده است و در سمت ديگر 

پپتيد  كهيوقت( متصل است. quencher) كنندهخاموشمواد 

از  هاگروهشود اين برش داده مي MMPي فعاليت آنزيم جهيدرنت

 طور مشخصيسيگنال فلورسنت به جهيدرنتشوند و هم جدا مي

 .ابدييمافزايش 

فوايد اين روش اين است كه يک روش نسبتاً ساده و مناسب 

و همچنين  است MMPهاي براي پيگيري فعاليت اكثر آنزيم

از  قرار گيرد. مورداستفادهتواند لي ميسنجش جهت غربالگري ك

تواند متفاوت از توالي پپتيد مي معايب اين روش اين است كه

انند توها ميتوالي سوبستراي طبيعي باشد و همچنين دترجنت

ي تست غربالگري تأثيرات منفي بگذارند اما روي نتيجه

طور گسترده جهت غربالگري اوليه عيوب، اين روش به نيباوجودا

شود. استفاده مي MMPي مهاركنندهبراي مشخص كردن عوامل 

، واكنش آنزيمي درون MMPهاي جهت تشخيص فعاليت آنزيم

منظور كاهش حداقلي شود. بهي ميکروپليت انجام ميهاچاهک

ها تچاهک، دترجن زيگرآبواكنش بين آنزيم و سطح پلاستيکي 

شوند كه جهت جلوگيري از اتصال اضافه مي دهندهواكنشبه بافر 
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. يکي از بهترين استي به سطوح پلاستيکي راختصاصيغ

 . (48 ،21)است  Brj-35ها دترجنت

4 )Substrate Zymography 

طور گسترده جهت شناسايي هايي است كه بهيکي از تکنيک

شود. اين تکنيک، تکنيکي استفاده مي MMPفعاليت آنزيم 

است كه حاوي سوبستراي  SDS –Pageي الکتروفورتيک بر پايه

باشد كه درون ژل پلي آكريل آميد پليمريزه شده است. آنزيم مي

کولي جدا بر پايۀ وزن مول MMPهاي در اين تکنيک آنزيم

توانند بسته به نوع مختلف مي MMP هايشوند. آنزيممي

رايي كه سوبست نيترعيشاسوبسترا با زيموگرافي مشخص شوند. 

شود ژلاتين استفاده مي MMP9و  MMP2براي سنجش فعاليت 

در ژلاتين  MMP2باشد. حداقل مقدار براي شناسايي آنزيم مي

باشد. كازوئين زيموگرافي براي شناسايي مي 10pgزيموگرافي، 

استفاده  MMP7 ،MMP1 ،MMP12 ،MMP13هاي آنزيم

اي هشود و كلاژن زيموگرافي براي شناسايي فعاليت آنزيممي

MMP1 ،MMP13 (51 ،41)شود استفاده مي . 

 MMP13، 3پروكلاژناز ، MMP1ها مانند MMPـ تعدادي از 

قبل از الکتروفورز بايستي آماده شوند. آمينوفنيل مركوريک 

ند توانايي مثل تريپسين مي( يا اندوپپتيدازهAPMAاستات )

 . (48 ،21)استفاده شود  هاميآنزي اين سازفعالجهت 
 

 گیریبحث و نتیجه
ي متعددي براي مطالعه مهاجرت سلولي هاروشدر اين مقاله 

 انتخاب روش مزايا و معايب خود را دارد. هر وارائه شده است 

 اشدب ياصل مورد سه ديبا و باشدمي مهم بسيار مناسب روش کي

( 2 شيآزما درمورداستفاده  سلول نوع( 0شود.  گرفته نظر در

 (3 خاص يسلول مهاجرت ييشناسا روش کي و كاربرد يژگيو

 كشفي برا in-vitro در سلول مهاجرت صيتشخ. شيآزما هدف

 مندارزش ،كندمي ميتنظ را سلولمهاجرت  كه يمولکول سميمکان

. دهد ارائه in-vivo مطالعه يبرا يمرجع تواندميو همچنين  است

يکي از  Scratch wound assaysدر حال حاضر روش 

در بررسي مهاجرت انواع  مورداستفادهي هاروش نيپركاربردتر

 وجود،نيبااباشد، و نيز در شرايط متفاوت مي هاسلولمختلفي از 

 در را يسلول مهاجرت يفعل يهاروش اكثراين روش و همچنين 

in-vitro  2 يدوبعددر سطحD تواندنمي كهكنند شناسايي مي 

 تيوضع جهيدرنتو  كند ديتقل را in-vivo يکيولوژيزيف شرايط

اصلي كه  چالشدهد. ي نشان نميخوببه را سلول مهاجرت يواقع

 3Dي بعدسهمحققان با آن مواجه هستند، ايجاد يک شرايط 

ي هاروش صيتشخ ،يتازگبهاست.  in- vivoمشابه شرايط 

 در و اندكرده جلب خود به يشتريب توجه ،3D يبعدسه مهاجرت

 و يسلول مهاجرتاصلي در تعيين  روندکي به شدنليتبد حال

 Microfluidic باشد. روشمي in-vitroآن در محيط  سميمکان

 به و كند فراهم را کرويم اسيمق در دهيچيپ ساختار کي تواندمي

-in شرايط ديتقل يبراي لازم پارامترها دهدمي اجازه محققان

vivo صيتشخ يهاروش مقاله نيا در جه،يدرنت. دنكن كنترل را 

 ايمزا ليتحل با محققان به مرجع يباهدف ارائه يسلول مهاجرت

خلاصه شده  هاآن كاربرد اساس بر روش هر يهاتيمحدود و

 است.
 

 تشکر و قدردانی
ي گروه علوم هاتيحمامراتب تشکر و قدرداني از  لهيوسنيبد

آزمايشگاهي و مركز تحقيقات علوم و فناوري تشخيص 

 .شوديمدانشکده پيراپزشکي شيراز اعلام  آزمايشگاهي
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Abstract 
 

Background & Objective: Cancer metastasis is the primary cause of cancer morbidity and mortality, 

it accounts for about 90% of cancer deaths. Cancer treatment has improved significantly, due to early 

detection and inhibition of cancer growth. 

The ability to invade and migrate is important in malignant tumor cells. The study of cell migration 

is valuable in cancer diagnosis, prognosis, drug development and treatment. New methods are 

available to investigate the invasion, migration and the activity of enzymes involved in the invasion 

process in the laboratory. The effectiveness and efficacy of various anti-cancer drugs and compounds 

can be studied using these methods in laboratory and animal models. 

Conclusion: In this paper, we offer a summary of in-vitro migration assays, including the transwell 

migration assay, scratch wound assay, microfluidic chamber assay, exclusion zone assay, fence 

assay, micro carrier bead assay, spheroid migration assay and in-vivo approach, Chick 

chorioallantoic membrane (CAM) assay. 

This review also provides an overview of methods, In situ Zymography, ELISA, and FRET based 

measurement of MMP activity and Substrate Zymography for measuring the level of 

metalloproteinase enzyme as the major enzyme in the degradation of extracellular matrix. 
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