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Background: 
Interleukin-8 (IL-8) is a member of the pro-inflammatory chemokine family that has been reported to be overexpressed in various 
human tumors. This chemokine contributes to cancer cell survival, proliferation, metas tasis, and angiogenesis. 
The purpose of this s tudy was to examine the expression level and clinicopathological significance of IL-8 in colorectal cancer 
(CRC) tissues compared with adjacent normal colorectal tissues in the Iranian population. 

Materials and Methods:
The population of the s tudy consis ted of 45 pathologically confirmed patients with CRC, including CRC and adjacent control 
tissues. The expression levels of the IL-8 gene were evaluated by quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-qPCR). 
The correlation between the expression levels and the clinicopathological features was determined.

Results: 
IL-8 gene expression was overexpressed in CRC samples compared with controls (fold change=5.5; P= 0.02). The area under the 
ROC curve for IL-8 indicates the potential of IL-8 as the diagnos tic marker in CRC (P=0.012).

Conclusion: 
IL-8, which is up-regulated in CRC tissues, can be used to dis tinguish inflammation-induced CRC from control samples. The 
significantly up-regulated level of IL-8 needs future inves tigation for consideration as a biomarker to evaluate the prognosis of 
CRC.
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زمینه و هدف: 
اینترلوکین-IL-8( 8( عضوی از خانواده کموکاین های پیش التهابی است، که بیان بیش از حد آن در تومورهای مختلف انسانی گزارش شده است. این کموکاین 
به بقای سلول های سرطانی، تکثیر، متاستاز و رگزایی کمک میکند. هدف از این مطالعه بررسی میزان بیان و اهمیت بالینی آسیب شناختی IL-8 در بافت های 

سرطانی روده بزرگ ) 1CRC( در مقایسه با بافت های طبیعی روده بزرگ )نمونه شاهد( در جمعیت ایرانی می باشد. 

روش بررسی: 
 IL-8 تایید شده از نظر پاتولوژیک و بافت های کنترل مجاور بودند. سطح بیان ژن CRC جمعیت مورد مطالعه شامل بافت های جدا شده از 45 بیمار مبتلا به

توسط واکنش زنجیرهای پلیمراز کمی )RT-qPCR( ارزیابی شد. همچنین ارتباط بین سطوح بیان و ویژگی های آسیب شناسی بالینی تعیین گردید.
 

یافته ها:
 fold( هستند  بیشتر  معنی داری  طور  به  شاهد  گروه  با  مقایسه  در   CRC نمونه های  در   IL-8 ژن  بیان  سطح  که  داد  نشان   RT-qPCR از  حاصل  نتایج 
)P=0.012( .بود CRC بعنوان نشانگر تشخیصی در IL-8 نشان دهنده پتانسیل IL-8 برای  ROC2 همچنین ناحیه زیر منحنی .)change=5.5; P=0.02

نتیجه گیری:
از سطوح افزایش یافته بیان در ژن IL-8 در بافت های CRC، می توان برای افتراق بافت سرطانی ملتهب، از نمونه های نرمال استفاده نمود. این درحالی است 

که استفاده از نشانگر IL-8، بعنوان یک فاکتور پیش آگهی سرطان روده بزرگ نیازمند بررسی های بیشتر است.

  RT-qPCR،(IL-8) 8-اینترلوکین ،)CRC( کلید واژه: سرطان روده بزرگ

1. Colorectal cancer
2. Receiver operating characteris tic curve
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تعیین میزان تغییرات در بیان ژن اینترلوکین-8 در بافت سرطان روده بزرگ و ارتباط آن با 
ویژگیهای آسیب شناسی و بالینی مبتلایان 
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زمینه و هدف :   
سرطان روده بزرگ )CRC( چهارمین علت مرگ ناشی از سرطان در 
سراسر جهان است )1(. در کشورهای در حال توسعه مانند ایران، انتظار 
می رود که بروز CRC در دو دهه آینده افزایش یابد. در اکثر کشورهای 
خاورمیانه، بروز CRC در بازه ای بین 7-3 بیمار در هر 100،000 نفر 
آمریکای  و  اروپا  در  آن  بروز  از  بسیار کمتر  است که  تخمین زده شده 
شمالی )50-30 در هر 100،000 نفر( است )2(. علاوه بر این، سن شروع 
CRC در ایران پایین تر از جمعیت های غربی است بدین ترتیب که 20 
درصد از کل بیماران مبتلا به CRC در ایران کمتر از 40 سال سن دارند، 

در حالی که این میزان در کشورهای پرخطر 2 تا 8 درصد است )2(.
 CRC پاتوژنز  مولکولی  اساس  درک  برای  زیادی  تلاش های  اگرچه 
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نیامده است  دست  به  هنوز  آن  دقیق  مکانیسم های  اما  شده است،  انجام 
پیشرفت  و  بقا  ایجاد،  ایمنی در  اساسی سیستم  به نقش  توجه  با   .)3,4(
عوامل  بین حضور  عمیقی  ارتباطات  که  داشت  انتظار  می توان  سرطان، 
 .)6,5( باشد  داشته  وجود   CRC پیامدهای  و  ایمنی  با  مرتبط  خاص 
سلولی  بین  ارتباط  واسطه  که  هستند  محلول  پپتیدهای  سایتوکاین ها، 
تنظیم  در  اختلال  که  است  این  بر  اعتقاد  می باشند.  ایمنی  سیستم  در 
سایتوکاین نقش مهمی در رشد سلول های سرطانی و سرطان زایی دارد 
گیرنده های  به  اتصال  طریق  از  را  خود  بیولوژیکی  تأثیرات   IL-8  .)7(
کموکاین CXC مرتبط با پروتئین ، CXCR1 ،G و CXCR2، اعمال 
می کند، و در ادامه یک آبشار فسفوریلاسیون را راه انداخته و از این طریق 
کموتاکسی و فعال شدن نوتروفیل را بعنوان بخشی از پاسخ التهابی فعال 

می نماید )8(.
IL-8 بعنوان یک سایتوکاین التهابی کلیدی در ترویج رشد سلول های 
سرطانی در نظر گرفته می شود و بیان آن با رشد، تهاجم و متاستاز تومور 
مرتبط است )7(. مهم تر از همه، شواهد در حال توسعه نشان می دهند که 
غلظت سرمی IL-8 یک نشانگر زیستی مناسب برای پیش بینی پاسخ ها 
و مقاومت های ایمونوتراپی در اوایل دوره درمان است )5(. مطالعات نشان 
 ،  1IL-8/IL-8R محور  طریق  از   IL-8 سیگنالینگ  مسیر  که  داده اند 
سیگنال دهی انکوژنیک، رگزایی و ویژگی های پیش متاستاتیک را تسهیل 
 IL-8 ژن mRNA2 می کند )9(. مطالعات قبلی نشان داده است که سطوح
با درجه بافت شناسی التهاب فعال در بیماری التهابی روده مرتبط است 
)10(. غلظت سایتوکاین سرم ممکن است با فرآیندهای التهابی در طول 
که  دادند  نشان  و همکاران3  )7(. جین  باشد  مرتبط   CRC سرطان زایی 
مرحله بندی  و  تشخیص  برای  مناسب  زیستی  نشانگر  یک  سرم   IL-8
CRC است. این محققین همچنین عنوان نمودند که ممکن است سطح 
بیان IL-8 از نظر بالینی برای شناسایی بیماران در معرض خطر ارزشمند 
غلظت  که  است  شده  قید  علمی  گزارش های  در  براین  علاوه   .)7( باشد 
دیواره  تهاجم   ،CRC بالینی  مرحله  با  معنی داری  ارتباط   ،IL-8 سرمی 

روده و متاستاز کبدی دارد )11(. 
در   IL-8 بالینی  اهمیت  و  بیان  میزان  بررسی  با هدف  این مطالعه 
بافت های CRC در مقایسه با بافت های مجاور )شاهد( در جمعیت ایرانی 
IL-8 و  انجام شد. علاوه براین، در این مطالعه ارتباط بین سطوح بیان 
قرار  بررسی  مورد   CRC بافت های  در  بالینی  آسیب شناسی  ویژگی های 

گرفت.

روش بررسی:  
جمع آوری نمونه های بافتی

مطالعه حال حاضر بر اساس اصول اخلاقی اعلامیه هلسینکی انجام 
و داده های  پاتولوژیک  بالینی  ابتدای مطالعه مشخصات  گرفته است. در 
از  قبل  که  بیماری  هر  گردید.  جمع آوری  بیماران  همه  از  دموگرافیک 
جراحی تحت درمان خاصی قرار گرفته بود از مطالعه حذف شد. علاوه بر 

1. Receptor
2. Messenger RNA
3. Jin W et al.

این، بیمارانی که درگیر سرطان های دیگر یا دچار بیماری هایی که دستگاه 
گوارش را تحت تاثیر قرار می دهند بودند، از مطالعه خارج شدند. تعداد 
هیستوپاتولوژیکی(  نظر  )از  نرمال  بافت  و  تازه  انسانی   CRC نمونه   45
تمامی   ،RNA استخراج  از  قبل  شد.  جمع آوری   )NAT( تومور  حاشیه 
شدند.  ذخیره   -80  °C دمای  در  مایع  نیتروژن  در  روده ای  نمونه های 
این مطالعه توسط کمیته اخلاق در پژوهش علوم پزشکی دانشگاه علوم 
)کد  است  گرفته  قرار  تایید  مورد  ایران  تهران،  )عج(،  بقیه الله  پزشکی 

.)IR.BMSU.REC.1398.217 :اخلاق

جداسازی RNA و رونویسی معکوس
 ،Geneall Hybrid-R™,RNA )شرکت  به وسیله کیت تخلیص 
کره( و دستورالعمل آن، R-NA کل متعلق به بافت CRC و بافت های 
توسط   RNA غلظت  سنجش  شد.  تخلیص  و  جداسازی  مجاور 
مکمل   DNA شد.  انجام   )NanoDrop® ND1000( اسپکتوفوتومتر 
 (Thermoسنتز کیت  توسط  و   RNA میکروگرم   0/5-1 از   )cDNA(
Fisher Scientific)Revert Aid Firs t-Strand cDNA سنتز شد، 

و تا زمان استفاده بعدی در دمای C° 20- ذخیره گردید.

)qPCR( کمی PCR تست
انجام  کمی  صورت  به  را  زیستی  فرآیند  بررسی   ،qPCR تست 
می دهد، و اساس انجام آن با استفاده از یک ماده فلورسنت می باشد که 
در هر چرخه با توجه به محصولات تولید شده تشدید می شود و این میزان 
تشدید با مقدار محصولات تکثیر شده تطابق دارد. دلیل محبوبیت و مزیت 
این روش نسبت به PCR معمولی، امکان آنالیز داده ها و در ضمن امکان 
سنجش مقادیر DNA اولیه با حساسیت بالا و درنهایت پایین بودن امکان 
واکنش   .)12( بسته است  لوله  انجام شدن آن در یک  به دلیل  آلودگی، 
qPCR توسط سیستم ABI StepOnePlus™ Real-Time PCR و با 
استفاده از 2 عدد مستر میکس ®RealQ-PCR Mas ter Mix و رنگ 
سایبر گرین )SYBR Green( انجام پذیرفت. توالی های پرایمر در جدول 
از  متشکل  میکرولیتر   25 در   PCR واکنش  هر  شده است.  مشخص   1
12/5 میکرولیتر مسترمیکس RealQ-PCR، 1 میکرولیتر از هرکدام از 
 PCR و 9/5 میکرولیتر آب مخصوص ،cDNA پرایمرها، 1 میکرولیتر از
به   )2Mß( میکروگلوبولین  بتا-2  ژن  قبلی،  مطالعه  طبق  بر  شد.  انجام 
 cDNA عنوان کنترل داخلی و نرمال کننده استفاده شد )13(. نمونه های
با دناتوراسیون اولیه به مدت 15 دقیقه در دمای C° 95 و به دنبال آن 
اتصال/ و  ثانیه،   15 برای   95  °C در  دناتوراسیون  )چرخه(:  40 سیکل 

گسترش برای 60 ثانیه در C° 60 تکثیر شدند.

تحلیل آماری
 PCR اثربخشی  از نمونه ها، یک آستانه چرخه )Ct( و  برای هریک 
توسط نرم افزار LinRegPCR )نسخه: 2017,1( معین شد. توسط نرم  
 )Fold Change( ژن  بیان  تغییر  نسبی(  بیان  افزار  )نرم   REST افزار 
محاسبه گردید. تهیه اشکال، انجام محاسبات، و تحلیل های آماری توسط 

۱۴۳
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 GraphPad Software, Inc., CA, US) GraphPad Prism
ارتباط  بررسی  برای   two tailed tes t آزمون  از  پذیرفت.  8.0صورت 
بین سطوح بیانی و ویژگی های آسیب شناسی بالینی استفاده گردید. در 
برای  این متغیر  توانایی  1ROC جهت تعیین  آنالیز منحنی  از  نیز  ادامه 
افتراق بین بافت های سرطانی و نرمال استفاده شد. در این مطالعه مقادیر 

P<0.05 از لحاظ آماری، معنی دار درنظر گرفته شد.
یافته ها:   

میزان بیان IL-8 در بافت های سرطان روده
کمی  پلیمرازی  زنجیرهای  واکنش  توسط   IL-8 ژن  بیان  میزان 
افزایش  از  حاکی   RT-qPCR تحلیل  شد.  اندازه گیری   )RT-qPCR(
مقایسه  در  پاتولوژیکی  بافت  نمونه های  تمامی  در   IL-8 معنی دار  بیان 
با بافت های مجاور CRC بود که در شکل 1 به تصویر کشیده شده است 

.)fold change=5.5; P=0.02(
ارتباط بین میزان بیان IL-8 و ویژگی های آسیب شناسی بالینی

ارتباط بین میزان بیان ژن IL-8 و ویژگی های آسیب شناسی بالینی 
مطابق  بیان شده است.  در جدول2  بزرگ  روده  نمونه ی سرطان  در 45 
ارتباط معناداری بین ویژگی های آسیب شناسی  برآیندهای آماری، هیچ 

.)P>0.05( وجود ندارد IL-8 بالینی و میزان بیان
1. Receiver Operating Characteris tic

IL-8 بررسی توان تشخیصی ژن
تشخیص  برای   IL-8 ژن  بالقوه  تشخیصی  توان  حاضر  مطالعه  در 
CRC اندازه گیری گردید. استفاده از منحنی ROC تعیین می نماید که 
آیا تغییر در بیان IL-8 توانایی افتراق بین بافت های سرطانی و نرمال را 
 ROC داراست یا خیر. تحلیل های آماری نشان داد که منطقه زیر منحنی
برای ژنP=0.012( 0/653 ،IL-8( میباشد )شکل2(. این میزان مساحت 
قابل توجه IL-8 نشان می دهد که احتمالاً این شاخصه قادر خواهد بود به 
عنوان یک بیومارکر برای تشخیص بیماری CRC به کارگیری شود، که به 
دلیل سرعت و دقت زیاد آن تاثیر بسیار زیادی بر استراتژی های تشخیصی 

و درمانی آینده خواهد داشت.

بحث:
و  تشخیصی  گزینه های  ایجاد  در  می تواند  ایمونولوژیک  چشم انداز 
کارامد،  درمانی  اهداف  معرفی  با  بزرگ  روده  سرطان  در  جدید  درمانی 
جذاب و حیاتی باشد )13(. بیماران با افزایش بیان IL-8 نتایج بالینی بدتر 
و پیش آگهی ضعیفی را تجربه می کنند )14(. تحقیقات قبلی نشان داده اند 
کمک  رگزایی  و  تهاجم  تکثیر،  سرطانی،  سلول های  بقای  به   IL-8 که 
میکند )11,15(. در این مطالعه، سطح بیان و توان تشخیصی ژن IL-8 را 
در بافت های CRC در مقایسه با بافت های نرمال حاشیه تومور ارزیابی 

۱۴۴

 qPCR جدول ۱: فهرست پرایمرهای پیشرو و پیرو برای
 Amplicon size

((bpReverse primerForward primerGenes

124CAGACCCACACAATACATGAAGAGTTTTTGAAGAGGGCTGAGAIL-8

143TGCTTACATGTCTCGATCCCACTGTCTTTCAGCAAGGACTGGTβ2M

bp: base pair; β2M: Beta-2-microglobulin

 CRC و ویژگیهای دموگرافیک و آسیب شناختی بالینی بیماران IL-8 جدول ۲: ارتباط سطح بیان

P-valueMean ± SD No. of patients)%(Factors

Age(years(

0.276.21 ± 5.4225(0.55)>60

4.16 ± 6.9520(0.45)60 ≤

Gender

0.685.83 ± 4.6229(0.64)Male

5.01 ± 6.7916(0.36)Female

Clinical s tage

0.965.43 ± 1.9939(0.87)I & II

5.28 ± 3.446(0.13)III & IV

Location

0.995.32 ± 4.3133(0.73)Colon

5.30 ± 6.6512(0.27)Rectum

صادقی و همکاران
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افزایش   CRC بافت های  در  بیان  که  داد  نشان  حاضر  مطالعه  گردید. 
می یابد )شکل1(. همانطور که تجزیه و تحلیل ROC نشان داد، میتوان با 
استفاده از تغییرات بیان ژن IL-8، بافت CRC و بافت های نرمال حاشیه 

تومور را متمایز نمود )شکل2(.
انواع مختلفی از سرطان ها از جمله سرطان  IL-8 در  سطوح بالای 
روده بزرگ، سینه، پروستات و تخمدان گزارش شده است )9(. این موضوع 
به خوبی توضیح داده شده است که IL-8 با بسیاری از مسیرهای مختلف 
انواع سرطان ها در تعامل است )18-16(. علاوه براین،  مانند رگ زایی در 
تکثیر  مهاجرت،  باعث  پاراکرین  یا  اتوکراین  مکانیسم های  توسط   IL-8
IL-8 توسط  و مقاومت دارویی سلول های سرطانی می شود )19(. تولید 
INF-   چندین مسیر سیگنالینگ التهابی، از جمله مسیرهای سیگنالینگ
PI3K/AKT4 و kB1, MAPK2, NF-IL-63 تنظیم میشود )23-20(.

IL-8 همچنین توانمندی زیادی را بعنوان نشانگر زیستی پیش آگهی 
برای تومورهای مختلف نشان می دهد )24(. داده های حاصل از مطالعات 
پیشین نشان می دهند که سطح سرمی IL-8 با پیش آگهی ضعیف، متاستاز 
و پیشرفت بیماری ارتباط دارد )25و7(. هر چند در این مطالعه پیش آگهی 
بیماران مورد ارزیابی قرار نگرفت اما نتایج مطالعات پیشین به نحوری با 
نشان  مطالعه  این  نتایج  که  دارد، چرا  مطابقت  مطالعه حاضر  یافته های 
می دهد سطح بیان IL-8 در بافت های CRC بیشتر از بافت های طبیعی 
مجاور است و می توان آن را یک نشانگر زیستی تشخیصی امیدوارکننده 

1. Nuclear factor kappa B
2. Mitogen-activated protein kinase
3. nuclear factor interleukin 6 
4. phosphatidylinositol 3 kinase/protein kinase B 

برای تشخیص CRC در نظر گرفت. در مطالعه حاضر، همچنین سطوح 
بیان IL-8 و ویژگی های بالینی آسیب شناسی در بافت های سرطان روده 
سرمی  سطح  که  داده اند  نشان  همکاران  و  اوئدا5  گردید.  بررسی  بزرگ 
IL-8 با ویژگی های بالینی پاتولوژیک بیماران CRC مرتبط است. بعنوان 
مثال سطح غلظت IL-8 در بیماران CRC نیز با درجه بندی تومور مرتبط 
است )26(. با این حال نتایج مطالعه حاضر با گزارش اخیر متفاوت است که 
این اختلاف ممکن است به دلیل حجم نمونه یا حتی خطای اندازه گیری 
در هر یک از مطالعات باشد. در مطالعه حاضر هیچ ارتباطی بین سطوح 
IL-8 و سایر ویژگی های دموگرافیک و آسیب شناختی مانند سن،  بیان 

جنسیت، مراحل بالینی و محل سرطان یافت نشد )جدول 2(.

نتیجه گیری:
ژن  بیان  که  گردید  مشخص  حاضر،  پژوهش  یافته های  به  توجه  با 
تومور  حاشیه  نرمال  بافت های  با  مقایسه  در   CRC بافت های  در   IL-8
برای   IL-8 بیان  بالقوه  تشخیصی  ارزش  این،  بر  علاوه  می یابد.  افزایش 
با این حال، هیچ  از بافت های مجاور نشان داده شد.   CRC تمایز بافت
ارتباطی بین سطح بیان IL-8 و ویژگی های بالینی آسیب شناسی یافت 
سایر  و  خون  در   IL-8 سطوح  بررسی  برای  بیشتری  مطالعات  نشد. 
نمونه های بیماران سرطان روده بزرگ مورد نیاز است تا آن را بعنوان یک 
به درمان  پاسخ  بر  نظارت  و  برای تشخیص  غیرتهاجمی  زیستی  نشانگر 
سرطان معرفی کند. همچنین مطالعات دیگری با طراحی متفاوت مورد 
نیاز است تا بتوان استفاده از نشانگر IL-8، بعنوان یک فاکتور پیش آگهی 

مطلوب برای سرطان روده بزرگ را تایید یا رد نمود.
5. Ueda

۱۴۵

 IL-8 در بافت های سرطان روده در مقایسه با بافت های نرمال حاشیه تومور )شاهد(. این شکل بیانگر این است که ژن IL-8 شکل ۱: میزان نسبی بیان
 .)P<0.0024( در بافت های سرطان روده در مقایسه با بافت های نرمال حاشیه تومور بیشتر بیان شده است

شکل ۲: آنالیز منحنی IL-8 ,Roc8 در بافت های سرطان روده در مقایسه با بافت های نرمال حاشیه تومور )شاهد(. همانگونه که در تصویر مشخص شده 
  .)P=0.012( 0/۶۵۳ است ،(AUC( ROCاست، نواحی زیر منحنی

تغییرات بیان ژن اینترلوکین-8 در سرطان روده بزرگ
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