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Abstract 
Introduction: Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer diagnosed 
and the second leading cause of cancer related death for both men and women in the 
United States of America (US) and also, is the third and fourth common cancer in 
Iranian men and women, respectively. It is curable in its early stages; we 
hypothesized” the inflammatory gene expression level of the peripheral monocytes 
of CRC patients is different from control healthy persons”. Therefore, this research 
was done with the aim of finding of the role of inflammation in the formation of 
CRC to help diagnosis and treatment of CRC in its early stages on the basis of its 
immunopathological view. 
Materials and Methods: In this case-control study, the expression level of TLR2, 
TLR4, NLRP3 and NOS2 genes was compared following RNA extraction and 
cDNA synthesis from isolated monocytes of stage II CRC patients (confirmed by 
TNM method and before any chemotherapy  and radiotherapy n=12) versus non-
CRC healthy/controls (referred for CRC screening n=12) by qPCR method. The β- 
actin gene was used as the reference gene in this research. 
Results: In CRC patients’ monocytes, the expression levels of TLR2 and TLR4 
genes were significantly less than those of healthy controls (P<0.05). The NLRP3 
gene expression level in CRC group was slightly higher but, not significant. In 
contrast, the expression level of NOS2 gene in CRC group was significantly higher 
than that of in healthy controls (P<0.05). 
Conclusion: On the basis of the variations of the gene expression levels of TLR2, 
TLR4 and NOS2 in monocytes of stage II CRC patients and the role of inflammation 
in its formation, it is possible using this variations as CRC prognosis and in time 
treatment along with other methods; though, it needs more investigations. 
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Introduction  
Colorectal cancer (CRC) is the third most 
common cancer diagnosed and the second 
leading cause of cancer related death for both 
men and women in the United States of America 
(US).This cancer apparently is among the 
commonest cancers in Iran. Although, colorectal 
cancer has the more relationship to chronic 
inflammation among the all kinds of cancers, 
but, the relationship between inflammation and 
its pathogenesis is not clear. Colonoscopy is a 
priority for the screening and primary diagnosis 
of CRC; but, because of aggressive identity of 
this technique that may lead to pain and colonic 
perforation, it is not compliance method. 
Therefore, it is necessary to conduct research 
about a simple and non-aggressive procedure to 
screen CRC in its early stages. On the basis of 
some researches, the peripheral blood cell gene 
expression profile, particularly at CRC patients’ 
neutrophiles, monocytes and finally 
macrophages, is different from healthy ones. In 
this regard, a group of immune system’s cells 
that have important roles in primary and rapid 
host responses to infections and cancers, are 
monocytes which form 2 to 10 percent of white 
blood cells. These cells, start the inflammatory 
responses via phagocytosis, inflammatory 
cytokine releasing, oxygene free radicals and 
nitric oxide (NO) releasing as well as immune 
response homeostasis, tissue repair and cancer 
combating such as CRC. Hence, the estimation 
of TLR2, TLR4, NLRP3and NOS2 gene’s 
expression level as the inflammatory genes, in 
CRC peripheral blood monocytes, to 
investigation on the promotion of this cancer and 
to help the current screening techniques 
especially in Iran, is a necessity. By the 
mentioned aim, this research was conducted on 
the monocyte’s TLR2, TLR4, NLRP3 and NOS2 
gene’s expression level in 12 CRC patients as 
well as 12 healthy referring persons to ghaem 
hospital, mashhad, IRAN, by qPCR technique. 

Methodology 
This case - control research was conducted by the 
estimation of TLR2, TLR4, NLRP3 and NOS2 
genes in 12 (Tumor Nod Metastasis) TNM 
confirmed CRC patients and 12 healthy referring 
persons to Mashhad Ghaem hospital, by the 
qPCR method. 
 

I- SAMPLING 
This research conducted in Iran, University of 
Tehran, Faculty of Veterinary Medicine, 
Microbiology and Immunology Department, 
matching with Mashhad’s Ghaem hospital, 
approved by the Ethical Committee of Mashhad 
University of medical sciences by ethical code: 
ID IR.FUBS.REC.1395.42456 with the 
commitment of the principles of the declaration 
of Helsinki. All subjects signed their informed 
consents before participation (January 2017 to 
December 2019). 
Samples (venous blood samples of healthy and 
stage II CRC male individuals, n=12, 65±11 
years old) were obtained with signed consent 
forms and questionnaires, colonoscopy, and CT 
scan. Before conducting any sampling, 
colonoscopy, CT scan, and biopsy of site of the 
CRC were carried out for early detection and 
confirmation of the type and the stage of CRC by 
Tumor-Node-Metastasis (TNM) method. 
Patients who died during study or underwent to 
chemotherapy or were excluded.  
II- Monocyte isolation, RNA extraction and 
cDNA synthesis from samples 
Very briefly, The PBMCs were isolated using 
density gradient centrifugation (eppendorf) on a 
Histopaque- 1.077 gradient Ficol (Sigma-
Aldrich, Munich, Germany). Centrifugation was 
performed at room temperature, 400 g, for 30 
min. Then, cells were washed twice in 
phosphate-buffered saline (PBS) with 2% fetal 
calf serum (FCS) (ThermoFisher Scientific, 
Waltham, MA) and 1 mM EDTA (Merck 
Millipore, Burlington, MA). Subsequently, 
Monocytes were isolated by plastic adhesion 
method. In this way, The PBMCs were washed 2 
times with cold RPMI- 1640 medium, and then, 
5×106 PBMCs /ml were plated in 1 NuclonTM 
Delta surface treated T-75  cell culture flasks 
(Thermofisher Scientific). After incubation for 2 
hrs at 37⁰C, 5% Co2, and 95% moisture, the non-
adherent cells were removed by thorough 
washing with RPMI-1640 medium and the 
adherent monocytes on the bottom of the plate, 
harvested and resuspended by RPMI-1640 
enriched with 100U/ml penicillin, 100µg/ml 
gentamycine, and 0.3mg/ml L-glutamin. RNA 
extraction was performed using Cinnaclon kit 
(Cinnagen-IRAN), by Trizole reagent. Briefly, 
by adding 1ml Trizole reagent to any cell pellet 
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ingredients; the microtubes were incubated 5 min 
at room temp and then 200µl cold chloroform 
added them on ice for 5 min and then, 
centrifuged at 12000rpm 4⁰C . Then, isopropanol 
was added and incubated for 15 min on ice and 
again centrifuged at 12000rpm 4⁰C. finally, the 
75% ethanol added to pellet and centrifuged for 5 
min at 7500rpm and incubated at room temp to 
form RNA mass. RNA integrity was then, assessed 
using an RNA 2000C nanodrop(Thermo 
Scientific,USA). RNA integrity number was more 
than 1.6. RNA was solubilized in DEPC treated 
water and maintained until the next use, at -80⁰C. 
For each sample, 200 ng of total RNA was reversed 
transcribed into cDNA, using Revert Aid FIRST 
Strand cDNA synthesis(Thermo Scientific,USA).  
III- qPCR  
After primer designing for mentioned genes, by 
Oligo7 software (DBA Oligo,Inc,USA), and 
achieving their genuinity by NCBI-BLAST, The 
gradient PCR was conducted to obtain the 
annealing temperatures for primers, and then, The 
qPCR technique was performed(using Quiagen 
Rotor gene Q series) by 0.25ng cDNA from each 
sample, using Yekta Tajhiz Azma Co IRAN, 
CYBR Green mastermix including 400µmol each 
dNTPs, 5mMol MgCL2, and 0.1U/ µL Taq DNA 
polymerase enzyme. In each amplification, the 
specific primer was used by 0.2µMOL. The 
cycling programs, on the basis of Annealing 
temperature, were as: 10 min at 95⁰C(Hold 1), 40 
cycles, 10sec at 95⁰C, 20sec at 61⁰C(for 
TLR2,TLR4,NLRP3,NOS2 genes) and 58⁰C( for 
ACTB as reference gene), 20sec at 72⁰C, 1min at 
95⁰C(Hold 2) with melt. Relative results calculated 
by 2- ΔΔct method as previously done. 

V- Statistical Analysis 
The data was assessed by SAS statistical software 
(Version 21.C, USA). Meanwhile, the plots was 
drown by Graphpad Prism (Soft98 Version,IRAN). 
Regarding to Abnormality of distribution, and also, 
low sample numbers, the Mann-whitney Test was 
applied for comparing gene expression alterations 
between CRC and Healthy persons, and p<0.05 
was considered as significant difference between 
groups. 

Result  
A representative of pure isolated monocytes 
stained by giemsa (Figure 1).  

 
 

 

 
Figure 1. A sample picture from giemsa stained smear 
of monocytes, isolated by plastic adhesion technique in 

this research (×1000) 

The results of qPCR has shown in Figure 2: 

 
Figure 2. The bars of Ct (up) and fold change (down) 
of interested expressed genes from isolated monocytes 
of CRC patients against healthy controls. As shown by 

fold change bars, the expression rate of TLR2 and 
TLR4 genes in CRC comparing to control has 

significant decreased, NOS2 gene has significant 
increased and NLRP3 gene was increased non 

significantly. The DATA here, is on the basis of base 2 
logarithm (Ln). The  ⃰indicates significancy p<0.05 was 

considered significant 

Discussion  
By the hypothesis “the CRC peripheral blood 
monocyte’s inflammatory gene expression level is 
different from healthy persons” this research was 
conducted to find the role of inflammation in CRC 
promotion on the basis of its immunopathological 
view, for early diagnosis. 

This research was conducted with the aim of 
CRC diagnosis and potential therapy on the basis 
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of immunopathology. The expression rates of 
TLR2, TLR4 and NOS2 genes, were significantly 
decreased, decreased and increased, respectively. 
This issue may imply to a variability or unstability 
of mRNA level of mentioned genes. Accordingly, 
expression profiles of such genes in monocytes of 
CRC patients are different from non-CRC healthy 
persons. However, in our study the NLRP3 gene 
expression rate was not significant in CRC group. 
This may be due to its mRNA instability following 
inefficient alternative splicing, which may be 
affected by cytokines in tumor microenvironment 
even secreted to blood stream; this points needs 
more investigation. Essentially, the difference of 
gene expression level can be related to the immune 
system’s interactions against the tumor cells. On 
the other side, the kind of infiltrated inflammatory 
cells depends on the tumor microenvironment and 
cancer stage. Our finding can be used for tumor 
prognosis and even immunotherapy. One of the 
primped finding of this research was the increased 
level of NOS2 gene in monocytes of the CRC 
patirnts. This may be  related to monocyte’s 
infiltration to tumor microenvironment that 
followed by their development to macrophages 
which leads to more NO secretion, as stated from 

Ye Xu and et al. Also, as Sara Benkhalifa et al, this 
may due to CRC stage of the CRC. It is stated in all 
used reference here mentioning the expression 
rates of these four important inflammatory genes 
can be estimated. Our study shows here that, on the 
basis of the variations of the gene expression levels 
of TLR2, TLR4 and NOS2 in monocytes of stage 
II CRC patients and the role of inflammation in its 
formation, it is possible using this variations as 
CRC prognosis therapy and needs more 
investigations. 

Conclusions 
Considering the CRC promotion and its’ relationship 
to inflammation, the study of the immune cell gene 
expression variations, is an indication of 
immunopathological side of CRC. Also, this 
conditions affected by inhibitory cytokine secretion 
in the tumor microenvironment. Hence, it is possible 
using these variations for CRC prognosis and 
targeted treatment in its early stages. 
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 مقدمه.  1

دومین   و  متداول  سرطان  سومین  بزرگ،  روده  عامل  سرطان 
ومیر ناشی از سرطان در مردان و زنان در ایالات متحده  مرگ

می  محسوب  از  )1(گردد  آمریکا  یکی  ایران  در  بیماري  این   .

سرطانمتداول  به ترین  است  آمار  گونهها  برآورد  طبق  که  اي 
به2012سرطان در سال    جهانی و چهارمین  ،  ترتیب، سومین 

ایرانی می  زنان  و  مردان  متداول در  . هرچند  )2(باشد  سرطان 
ها بیشترین ارتباط را  سرطان روده بزرگ در میان انواع سرطان 

این سرطان  پاتوژنز  با  آماس  ارتباط  ولی  دارد،  مزمن  آماس  با 
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 چکیده
 

ومیـر ناشـی از سـرطان در ایـالات بزرگ، سومین سرطان متداول و دومین عامل مرگسرطان روده  :  زمینه و هدف
گـردد. ترتیب سومین و چهارمین سرطان متداول در مردان و زنان ایرانـی محسـوب میو همچنین، به متحده آمریکا

هـاي آماسـی ن ژناین بیماري در صورت تشخیص در مراحل اولیه، قابل درمان است. لذا با این فرضیه که میزان بیـا
هاي خون محیطی بیماران مبتلا به سرطان روده بزرگ با افراد سالم، متفاوت است؛ این پژوهش با هدف پی منوسیت

منظور کمک بـه تشـخیص بردن به نقش آماس در تکوین سرطان روده بزرگ با تکیه بر نماي ایمونوپاتولوژیک آن به
 .در مراحل اولیه انجام شد

و   به  :هاروشمواد  که  پژوهش  این  مورديدر  ژن   -صورت  بیان  میزان  شد  انجام   ، TLR2  ،TLR4هاي  شاهدي 
NLRP3  و NOS2    تأیید شده  12در بزرگ  روده  به سرطان  مبتلا  فرد سالم    12و    TNMبا روش     stage IIبیمار 
، با  cDNAروه و ساخت  هاي خون دو گاز منوسیت   RNAکننده براي غربالگري این سرطان، پس از استخراج  مراجعه 

 عنوان ژن مرجع استفاده گردید.به β-actin مقایسه شد. در این مطالعه از ژن  qPCRاستفاده از روش
در مبتلایان به سرطان روده بزرگ در مقایسه با گروه کنترل    mRNAدر سطح   TLR4و    TLR2: میزان بیان  هایافته

در گروه مبتلایان به سرطان روده بزرگ در مقایسه NLRP3 میزان بیان    (P<0.05).داري کمتر بود  طور معنی سالم به 
مبتلایان به   در گروه  NOS2دار نبود. در مقابل، میزان بیان ژن  افزایش نسبی نشان داد اما معنی   با گروه کنترل سالم، 

 .(P<0.05)داري افزایش داشت طور معنیسرطان روده بزرگ در مقایسه با گروه کنترل سالم به 
هاي بیماران مبتلا به  در منوسیت  NOS2و    TLR2  ،TLR4دار بیان ژنی  با توجه به تغییرات معنی  :گیرينتیجه 

این سرطان، می سرطان روده بزرگ و نقش واکنش  IIگرید   یافتههاي آماسی در تکوین  این  از  نیز در کنار  توان  ها 
روش  پیشسایر  تعیین  و  تشخیص  براي  مطالعات  ها  به  نیاز  امر  این  چند  هر  کرد.  استفاده  سرطان  نوع  این  آگهی 

 بیشتري دارد.
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طور کلی این بیماري با  درستی مشخص نشده است. به هنوز به 
سلول حضور  در  ایمنی  تنظیم  مولکولاختلال  و  که  ها  هایی 

 . )3(نند همراه است کایجاد محیط آماسی می 
روش  بزرگ،  روده  سرطان  اولیه  تشخیص  و  غربالگري  در 
این  تهاجمی  ماهیت  دلیل  به  لکن  است  مقدم  کولونوسکوپی 
و   درد  و  روده  پارگی  احتمال  از  اعم  مشکلاتی  ایجاد  و  روش 

خیصی براي غربالگري، ناراحتی حاصل از آن، از این روش تش
نمی استقبال  یافتن  چندان  پی  در  حاضر،  پژوهش  لذا  شود. 

در  سرطان  این  غربالگري  براي  غیرتهاجمی  و  آسان  روشی 
می ضروري  اولیه،  به )4(باشد  مراحل  استفاد.  کلی،  از طور  ه 

به خون  مولکولی  و  سلولی  مختلف  ابزار اجزاي  عنوان 
غیرتهاجمی در غربالگري اولیه سرطان روده بزرگ و تشخیص  

. با توجه به اینکه آماس مزمن،  )5(موقع آن مورد بحث است  به
پیشرفت سرطان مخصوصاً سرطان روده بزرگ نقش مهمی در  

به  آماسی  مارکرهاي  از  انواعی  در  دارد،  مفید  مارکرهاي  عنوان 
ها از جمله سرطان روده بزرگ گزارش  بیماران مبتلا به سرطان

منوسیت شده  میان، شمارش  این  در  و اند.  محیطی  هاي خون 
ژن  بیانی  پروفایل  به بررسی  آنها  در  آماسی  عنوان هاي 

پیشمارکر در  آماسی  بزرگ  هاي  روده  سرطان  ضعیف  آگهی 
هستند   سرطان )6( مطرح  ماتریکس  در  آماسی  فعالیت  هاي . 

نوع سلول  به  بسته  در  مهاجم  تعداد سلول  درگیر،  ایمنی  هاي 
سلول میلی  استقرار  مکان  و  عواملی  مترمربع  از  ایمنی  هاي 

 .   )7( باشندمؤثر می آگهی این سرطان هستند که در پیش
سلول  ژنی  بیان  پروفایل  به هاي  اساساً،  محیطی  ویژه خون 

منوسیت نوتروفیل به سرطان ها،  مبتلا  افراد  ماکروفاژهاي  و  ها 
است   متفاوت  سالم،  افراد  با  بزرگ  رابطه،  )8(روده  این  در   .

هاي سیستم ایمنی که در پاسخ اولیه و سریع  گروهی از سلول 
عفونت   میزبان به  سرطاننسبت  و  ایفا  ها  مهمی  نقش  ها 

منوسیتمی  که  کنند  هستند  گلبول   10تا    2ها  هاي درصد 
می  تشکیل  را  انسان  خون  منوسیت )9(دهند  سفید  از .   ها 

به  پیش  موسوم  استخوان  مغز  در  موجود  میلوئیدي  سازهاي 
گردند شوند سپس وارد جریان خون می منوبلاست ساخته می 

سایتوکاین  حضور  در  به  و  بافتی  فضاي  در  آماسی  هاي 
سلول ماکروفاژها مییا  تبدیل  دندرتیک  نقش  هاي  که  شوند 

دارند   سرطان  مقابل  بدن  دفاع  در  سلول )10(مهمی  این  ها . 
گیرنده  را  براساس  زیرمجموعه  سه  حداقل  خود  فنوتایپی  هاي 

می  سطحی    -1شوند:  شامل  گیرنده  از  بالایی  میزان  بیان  با 
CD14  2-    کم بیان    CD14بیان  با  بیان    -3و    CD16همراه 

 . )CD16 )11-14و بیان کم  CD14یاد ز
سایتوکاین  هامنوسیت  ترشح  فاگوسیتوز،  طریق  هاي از 

رادیکال تولید  و  آماسی،  اکسیژن  آزاد   هاي 
NOهاي آماسی در قالب سیستم  اکساید) آغازگر پاسخ(نیتریک

می ذاتی  پاسخ ایمنی  هومئوستاز  کنترل  اساساً  هاي باشند. 
ژن بیان  افزایش  یا  کاهش  نظیر  موارد  آماسی  در  خاص  هاي 

توسطپاسخ  آماسی  تنظیم  منوسیت   هاي  راستاي  در  ها، 
ویژهپاسخ  اهمیت  ایمنی  دارد.هاي  سلول اي  علاوه این  بر ها 

مبارزه   هاي ایمنی، در ترمیم بافت ونقش در هومئوستاز پاسخ 
سرطان  دارند با  اهمیت  نیز  بزرگ  روده  سرطان  مثل  هایی 

)14(. 
منوسیت سطح  گیرنده بر  الگو  ها  شناساگر  مختلف  هاي 

حضور  TLR1مخصوصاً   شناسایی  با  که  دارند  وجود  ها 
رسانی خود، آغازگر  مسیر پیام در   ها و محصولات آنهامیکروب

هاي بافتی هستند  هاي ایمنی اولیه علیه عفونت و آسیب پاسخ 
)15-18( . 

NLR به2 هم  گیرندهها  از  دیگري  گروه  هاي عنوان 
منوسیت  الگودر  راهشناساگر  با  مسیر  ها  چندین  اندازي 

راه پیام  به  منجر  آماسی  و رسان  اینفلامازوم  مجموعه  اندازي 
آماسی    که شرایط مزمن  شده IL-18و  IL-1βترشح اشکال بالغ  

 .  )18(کنند هاي سرطانی ایجاد میرا در ریزمحیط سلول 
پیش  عوامل  دیگر،  نظیر  از طرف  مهمی  NO آماسی  نقش 

پاسخ  تنظیم  زیاد در  مقادیر  ترشح  و  تولید  دارند.  آماسی  هاي 
NO  ارتشاح فعال  ماکروفاژهاي  اطراف  توسط  مقیم  و  یافته 

زمان  شدن  طولانی  و  بقا  سبب  است  ممکن  سرطانی  سلول 
بافتی گردد. ها و ماکروفاژها به دنبال تحریک منوسیت   آسیب 

سایتوکاین به یا  ساکارید  لیپوپلی  نظیر  واسطه  آماسی  هاي 
TNF-α گردد که  ، آنزیم نیتریک اکساید سنتاز القایی فعال می

می اکساید  نیتریک  ترشح  آنزیم  سبب  این  شدن  فعال  شود. 
سایتوتوک بالقوه  و  یافته  افزایش  مقادیر  تولید  به  سیک منجر 

NO  می درازمدت  بهدر  افزایش گرددکه  به  منجر  خود  نوبه 
سلول رگ اطراف  آنها  زایی  متاستاز  تسهیل  و  سرطانی  هاي 
ژن )19(شود  می  بیانی  پروفایل  بررسی  بنابراین  آماسی ؛  هاي 

منوسیت  توسط  شده  روده بیان  سرطان  به  مبتلا  افراد  هاي 
به  این  بزرگ  تکوین  در  مزمن  آماس  نقش  بررسی  منظور 

روش به  کمک  و  بر  سرطان  تکیه  با  آن  غربالگري  رایج  هاي 
به ایمونوپاتولوژیک موجود  به خلأ نماي  با توجه  ایران  ویژه در 

ش در این زمینه ضروري است. بر این اساس، در پژوهش  پژوه
هاي بیماران سرطانی روده  حاضر پس از کسب رضایت از گروه

پزشکی   stage IIبزرگ   اخلاق  روش  با  سالم  کنترل  افراد  و 

 
1 Toll like Receptor 
2 Nod like receptor 
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هاي مبتلایان گیري از آنان شد. سپس منوسیت اقدام به خون
به  روش چسبندگی  با  کنترل  گروه  و  بزرگ  روده  سرطان    به 

ژن بیان  میزان  و  گردید  جدا  ،  TLR2  ،TLR4هاي  پلاستیک 
NLRP3  و NOS2  در این دو گروه در سطحmRNA   با روش

qPCR  .ارزیابی شد 

 هامواد و روش. 2
موردي  مطالعه،  این  به   -نوع  که  بود  توصیفیشاهدي    -صورت 

زیر صورت  مراحل  مطالعه طی  این  هدف  به  توجه  با  تحلیلی 
 پذیرفت: 

گر1.2 انتخاب  و  وه.  ورود  معیارهاي  و  موردمطالعه  هاي 
 خروج

عمل آمده با بیمارستان قائم  در این پژوهش، طبق هماهنگی به
(عج) شهر مقدس مشهد، از بین بیماران مبتلا به سرطان روده  

که با   TNM 1بندي  بر حسب طبقه   stage IIبزرگ تأیید شده  
سی روش کولونوسکوپی،  بافت هاي  و  اسکن  شناسی  تی 

شیمی  تشخیص انجام  از  پیش  بودند،  شده  و  داده  درمانی 
انتخاب و وارد مطالعه شدند. همچنین    12رادیوتراپی     12نفر 

نفر از مراجعان براي غربالگري این بیماري نیز از جنس مذکر  
تا    1396هاي  در فاصله سال  سال که   65±11و محدوده سنی  

به   1397 بودند،  کرده  مراجعه  بیمارستان  این  گروه عنوان  به 
پژوهش،   این  به  ورود  معیار  شدند.  گرفته  نظر  در  کنترل 
تأیید   و  سالم  افراد  و  سرطانی  بیماران  یکسان   جنسیت 

stage  روش با  سرطانی  بیماران  نشدن   TNMیکسان  انجام  و 
درمانی و رادیوتراپی بر بیماران بود. آن دسته از بیماران  شیمی 

درمانی یا رادیوتراپی شده بودند یا جنسیت  سرطانی که شیمی
آنها با گروه کنترل متفاوت بود یا در زمان انجام مطالعه فوت  

 کرده بودند، از روند مطالعه خارج شدند. 

از بیم2.2 افراد . اخذ نمونه خون وریدي  اران سرطانی و 
 سالم 

هاي مربوطه و کسب رضایت افراد هر دو  پس از پر کردن فرم
اخلاق  کمیته  نظارت  تحت  و  پزشکی  اخلاق  رعایت  با  گروه، 
اخلاقی  کد  به  مشهد  پزشکی  علوم  دانشگاه 

IR.FUBS.REC.1395.42456    در وریدي  خون  نمونه 
میزان  ویال به  هریک  هپارینه  گردیسی   10هاي  اخذ  دکه سی 

ها تحت شرایط سرد و در اسرع وقت براي جداسازي منوسیت 
استخراج   دامپزشکی    RNAو  دانشکده  مرکزي  آزمایشگاه  به 

 دانشگاه تهران منتقل شد.  

 
1 Tumor-node-metastasis 

   هاي خون محیطی. جداسازي منوسیت 3.2

هایپک   فایکول  گرادیانت  از  استفاده  با  کار  و   (ρ=1.077)این 
گرفت   انجام  غلظت  شیب  جداسازي )20(سانتریفیوژ  سپس   .

روش  منوسیت  مطابق  پلاستیک  به  چسبندگی  روش  با  ها 
) همکاران  و  شد  2018مهرزاد  انجام  به )22,  21()  طور . 

محیطی  هستهاي تکهخلاصه، سلول  پس    (PBMC)اي خون 
سرد شستشو گردید،   RPMI-1640بار با محیط    2از برداشت  

بلو تریپان  با روش  آنها  بودن  زنده  میزان  و  تعیین شد.    تعداد 
 24هاي  پلیت   لیتر درسلول در هر میلی    5×106سپس تعداد  

از  خانه ریخته شد که پس  انکوباسیون در دماي  ساعت   2اي 
⁰C  37  ،5%  Co2    هاي نچسبیده جدا  درصد سلول   95و رطوبت

-RPMIهاي چسبیده به کف پلیت در محیط  شدند و منوسیت 
سیلین،  پنی   FBS  ،unit/ml100درصد    10غنی شده با    1640
g/mlµ100    جنتامایسین وmg/ml  3/0  گلوتامین کشت و    -ال

 جداسازي شدند. 

 cDNAو تهیه  RNA. استخراج  4.2
استخراج   ساخت    RNAبراي  از  ژن  cDNAو  موردنظر  هاي 

محیطی،  نمونه  خون  منوسیت  کیت    RNAهاي  از  استفاده  با 
RNX   شرکت سیناکلون با استفاده از معرف ترایزول استخراج

 Revert Aid FIRST Strand cDNAاستفاده از کیت شد و با
synthesis     پرایمرهاي از  استفاده  راندوم    Oligo-dTبا  و 

 تبدیل شد.  cDNAهاي مربوطه به زامر، طبق دستورالعملهگ

انجام  5.2  .qPCR  (quantitative polymerase chain 
reaction)   

تکنیک   به   qPCRدر  اتصالیابتدا  دماي  یافتن  بهینه   منظور 
هاي بیماران تهیه شده از منوسیت cDNA پرایمرها، دو نمونه  

کیت شرکت یکتا تجهیز، دو   master mixسرطانی با استفاده از
اتصالی   به    C⁰  61و  C⁰  58دماي  توجه  با  گردید.  آزمایش 

اتصالی  meltingهاي  منحنی  دماي   ،C⁰  61  ژن مورد  هاي  در 
به  همچنین  شد.  داده  تشخیص  بهینه  حصول فوق،  منظور 

صحت   و  شده  طراحی  پرایمرهاي  بهینه  عملکرد  از  اطمینان 
ژنqPCRعملکرد   م  هاي ،  ژل   qPCRحصول  تکثیریافته  روي 

 ب و ج).   1(شکل  درصد الکتروفورز شدند 5/1آگارز 
پروتوکل  qPCR آزمایش   دماي   10با  در  ، C⁰  95دقیقه 

دماي    PCR  )10هاي  چرخه در  در    C⁰  95  ،20ثانیه  ثانیه 
چرخه    40) به تعداد  ⁰C  72ثانیه در دماي    20و    ⁰C61دماي  

شده   مشخص  برنامه  با  دماي    meltingبلافاصله  با   ⁰C55با 
نرم  سیستم  از   Rotor-Gene Q seriesافزاري  استفاده 

software    دانشگاه دامپزشکی  دانشکده  مرکزي  آزمایشگاه  در 
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-βو ژن    NOS2و TLR2،TLR4،NLRP3تهران براي چهار ژن  
actin   2ایی اجرا و میزان  با تکرار دوت عنوان مرجع)(به- ΔΔct  

      ویتنی ارزیابی گردید. -ها با روش آماري مان حاصل از ژن

 هاي پژوهش. یافته3
گیري از گروه مبتلایان به سرطان  پس از خون در این پژوهش 

منوسیت ابتدا  سالم،  شاهد  افراد  و  بزرگ  خون روده  هاي 
به   از روش چسبندگی  استفاده  با  گروه  دو  پلاستیک محیطی 
زنده  میزان  تأیید  و  جداسازي  از  پس  که  شدند    95مانی  جدا 

درصد از آنها اسمیر تهیه و با رنگ گیمسا رنگ آمیزي شدند.  
 ). 1سپس سایر کارهاي مولکولی انجام شد (شکل  

 

 
  .هاي موردمطالعه در این پژوهش هاي خون محیطی انسان با خلوص بالا. ب) آگارز ژل الکتروفورز محصول ژناي از منوسیت .الف) نمونه 1شکل 

و کنترل منفی  50bp کش مولکولی  همراه با خط  actin -βو TLR2 ،TLR4 ،NLRP3 ،NOS2هاي ترتیب شامل ژن به  5و  4،3،2،1هاي شماره 

صورت دوتایی  . هر ژن بهqPCRپس از انجام  NOS2و  TLR2  ،TLR4 ،NLRP3هاي ژن meltingهاي باشند و ج) منحنی (سمت راست لادر) می 

تکثیر شده است.  qPCRبا روش 

کار رفته در این منظور اطمینان از عملکرد پرایمرهاي بهبه
هاي مربوطه الکتروفورز روي ژن  qPCRپژوهش، پس از انجام  

آگارز   از ژل    5/1بر ژل  نتایج حاصل  که  انجام شد  نیز  درصد 
بودند. در واقع    meltingهاي  الکتروفورز نیز تأییدکننده منحنی 

اختصاصی   عملکرد  معرف  شکل،  این  در  تکی  باند  هر 
ها باند تک حاصل پرایمرهاي مربوطه بود و در مورد تمامی ژن

 .ب). 1شد (شکل 
استخراج   از  هاي از منوسیت   cDNAو ساخت    RNAپس 

 هر دو گروه، بیماران سرطانی و شاهد سالم و انجام آزمایش  
qPCRافزار آماري ش توسط سیستم نرم، نتایج حاصل از آزمای 

spssمان روش  با  در    -و  نتایج  این  که  شدند  آنالیز  ویتنی 
 شوند.  .الف و ب مشاهده می 2نمودارهاي شکل 
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هاي بیماران سرطانی روده بزرگ و افراد سالم کنترل در آزمایش  در گروه  هاي موردبررسی ژن (CT).الف) نمودار میزان سیکل آستانه 2شکل 
qPCRهاي سیاه، میانگین سیکل آستانه گروه بیماران سرطانی است. ب)  هاي سفید، میانگین سیکل آستانه گروه کنترل و مستطیل. مستطیل

 هاي مختلف cDNAروي   qPCRل از انجام آزمایش حاص NOS2و  TLR2 ،TLR4 ،NLRP3هاي میزان بیان ژن  (ct∆∆)نمودار فولد چنج 

هاي فولد چنچ نسبت . (داده(n=12)در برابر افراد گروه شاهد سالم  (n=12)هاي بیماران سرطانی هاي خون محیطی گروه آمده از منوسیت دست به
میزان بیان ژن گروه بیماران سرطانی    (p<0.05)بودن دار نمایانگر معنی  *نمایش داده شده و علامت  (ln) 2به گروه کنترل برمبناي لگاریتم پایه  

 باشد). در برابر گروه شاهد سالم می 

ژن  بیان  میزان  ب،  و  الف  نمودارهاي  ،  TLR2هاي  براساس 
TLR4   و  NOS2   هاي گروه بیماران سرطانی نسبت به  در منوسیت

یب، کاهش، کاهش و افزایش  ترت داري به طور معنی گروه کنترل به 
ظاهراً در بیماران سرطانی افزایش    NLRP3. ژن  (P<0.05)داشت  

دار  نسبی نشان داد ولی این افزایش در برابر گروه شاهد سالم، معنی 
دار میزان بیان  بیشترین کاهش معنی   TLR2نبود. در افراد سرطانی  

سري    را نسبت به گروه شاهد سالم داشت. به عبارت دیگر، در این 
در بیماران سرطانی روده بزرگ با تنظیم    NOS2تغییرات، بیان ژن  

در بیماران سرطانی نسبت    TLR4و  TLR2هاي  افزایشی اما بیان ژن 
ژن   بیان  و  بود  همراه  کاهشی  تنظیم  با  کنترل  در    NLRP3به 

گروه   با  مقایسه  در  ولی  داشت  افزایشی  تنظیم  سرطانی،  بیماران 
 دار نبود. کنترل، معنی 

 گیري بحث و نتیجه   . 4

موقع سرطان روده بزرگ  این پژوهش با هدف تشخیص و درمان به 
با تکیه بر نماي ایمونوپاتولوژیک این سرطان در مراحل اولیه انجام  

ت نسبی ایمونوپاتولوژیک  شد. نتایج این پژوهش، توصیفی از وضعی 
روده    12 سرطان  به  مبتلا  بیماران  از  استحصالی  منوسیت  نمونه 

پذیرش شده بیمارستان قائم مشهد و ارزیابی بیان    stage IIبزرگ  
سلول ژن  این  در  آماسی  کلیدي  با  هاي  مقایسه  در  که  بود  ها 

معنی منوسیت  بیانی  تغییرات  سالم،  شاهد  افراد  در  هاي  را  داري 
هاي موردمطالعه در  نشان داد. ژن   TLR4و    NOS2  ،TLR2  هاي ژن 

هاي ایمنی بودند. البته  این پژوهش، هریک به نوعی درگیر در پاسخ 
نتایج   با  حدي  تا  پژوهش  این  سال    changنتایج  در  همکاران  و 

داشت    2014 واضح ) 23( هماهنگی  پژوهش،  .  این  نتیجه  ترین 
در    TLR4و    TLR2هاي  و کاهش بیان ژن    NOS2افزایش بیان ژن 

هاي بیماران مبتلا به سرطان روده بزرگ بود. میزان فولد  منوسیت 
هاي افراد گروه سرطانی نسبت به  چنج سه ژن مذکور در منوسیت 

امر تا حدودي    (p<0.05)داري  کنترل اختلاف معنی  این  داشت و 
هاي مذکور  ژن mRNA شاید دال بر تولید میزان متغیر یا ناپایداري  

 بیماران باشد.  هاي گروه  در منوسیت 
پروفایل    2010و همکاران در سال    M. Hondaطبق مطالعه  
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هاي بیماران مبتلا به سرطان روده بزرگ نسبت  بیان ژنی منوسیت 
هاي این پژوهش،  . براساس یافته ) 8( به افراد نرمال، متفاوت است  

ژن   سه  منوسیت NOS2 و     TLR2 ،TLR4بیان  افراد    هاي در 
به  نرمال  افراد  با  مقایسه  در  به سرطانی  معنی ترتیب  داري  طور 

ژن   بیان  میزان  وجود،  این  با  داشت.  افزایش  و  کاهش  کاهش، 
NLRP3   منوسیت طبیعی،  در  افراد  به  نسبت  سرطانی  افراد  هاي 

معنی  از  افزایش  ناشی  شاید  حدودي  تا  مسئله  این  نداشت.  داري 
در   متناوب  ژن    mRNAاتصال  تولید  این  نتیجه  در    mRNAو 

ناکارآمد این ژن در منوسیت افراد سرطانی یا متأثر از افزایش بیان  
دارد.   NOS2ژن   نیاز  بیشتري  بررسی  به  البته  که  طبق   باشد 

، اساساً تغییر در میزان بیان ژنی نشان از  W.H.Fridmanپیشنهاد  
نوع   طرفی  از  دارد،  سرطان  با  مقابله  در  ایمنی  سیستم  واکنش 

یافته به ریزمحیط سرطانی بستگی به نوع  هاي آماسی ارتشاح ل سلو 
از این مطلب در پیش آن دارد و می   stageو   سرطان  آگهی،  توان 

 .   ) 24( هنگام و حتی ایمنی درمانی بیمار استفاده کرد  تشخیص به 
منوسیت  شمارش  که  آنجا  از  طرفی  محیطی،  از  خون  هاي 

میلی منعکس  هر  در  سرطان  همراه  ماکروفاژهاي  تعداد  متر  کننده 
پیش  عامل  است،  سرطان  ریزمحیط  از  در  مربع  مهمی  آگهی 

 . ) 6( ان است  جستجوي مراحل ابتدایی تکوین این سرط 
ژن   بیان  میزان  افزایش  به  توجه  منوسیت   NOS2با   هاي در 

به  سرطانی،  می بیماران  منوسیت نظر  جلب  از  پس  که  به  رسد  ها 
اپی   سد  رفتن  بین  از  به  توجه  با  بزرگ  روده  سرطانی  ریزمحیط 

ر لومن روده به ناحیه لامینا  هاي مستقر د تلیوم و البته نفوذ میکروب 
منظور شناسایی این عوامل میکروبی ممکن است  پروپریا، در ابتدا به 

براي    NLRP3و نیز    TLR4و    mRNA  TLR2افزایش میزان بیان  
پیام  با  سپس  باشد،  افتاده  اتفاق  ایمنی  پاسخ  در  شروع  رسانی 

گیرنده پایین  این  سایتوکاین دست  تولید  افزایش  آماسی  ها،  و  هاي 
ها حادث  ، رادیکال سوپراکسید و ... در منوسیت  H2O2  ،NOعوامل 

زایی  در افزایش رگ   TNF-αگردد. البته همکاري این عوامل با  می 
  NOباشد. از طرفی، بیان بالاي توجیه می در ریزمحیط سرطان قابل 

میزان   بودن  بالا  به  نظر  ولی  دارد  سرطان  مهارکنندگی  اثر  نوعی 
در    PGE2و    IL-10    ،TGF-βننده ایمنی مثل  هاي مهارک سایتوکاین 

ماکروفاژهاي   توسط  عمدتاً  که  سرطان  با    M2ریزمحیط  نیز  و 
سلول  ریزمحیط    MDSC  1هاي  فراخوانی  در  استخوان  مغز  از 

شوند و  هاي لنفاوي و سرطانی می سرطان ترشح و وارد خون، بافت 
،  PGEو    NO   ، IL-10 ،TGF-βنیز مهار التهابی اعمال شده توسط  

عنوان  ها به در سطح منوسیت   TLR4و    TLR2کاهش بیان دو ژن  
هاي اجرایی اصلی ایمنی ذاتی قابل ملاحظه بود. طبق بررسی  سلول 

Taryn L    سال در  همکاران  سرطان   2013و  برخی  مثل  در  ها 

 
1 Myeloid derived suppressor cells 

هاي سرطانی موجود در  سرطان روده بزرگ و سرطان پستان سلول 
هاي مهاري گفته  کاین واسطه ترشح سایتو به   (CTCs)گردش خون  

هاي خونی  سلول   TLR4و    TLR2توانند بر میزان بیان ژنی  شده می 
 . ) 26,  25( ها تأثیر کاهنده داشته باشند  جمله منوسیت من 

مشخص    2016و همکاران در سال    Kesselringطبق مطالعه  
مولکول   که  سلول   IRAK-Mشد  توسط  بیان  که  سرطانی  هاي 

تنظیم می  از  یکی  بیان  کننده گردد،  منفی  کاهند TLRهاي  ه  ها، 
. این  ) 27( است    NF-Kβدست آن و کاهش میزان  رسانی پایین پیام 

به  بیان  امر  میزان  کاهش  در  دیگري  توجیه  بتواند  شاید  نوبه خود 
 هاي افراد سرطانی باشد. در منوسیت   TLR4و    TLR2هاي  ژن 

در    NLRP3معنی بیان ژن  پژوهش، افزایش بی یافته دیگر این  
با افراد گروه کنترل بود که   منوسیت بیماران سرطانی در مقایسه 

رسد به دلیل فعال کردن کمپلکس اینفلامازوم و تولید دو  نظر می به 
با    IL-1βو    IL-18سایتوکاین   برخورد  در  آماس  ایجاد  براي 

سلول  تخریب  از  حاصل  مثل  لیگاندهاي  ناپایدار  سرطانی  هاي 
ایمنی  سلول  ایجاد  و  خون  گردش  در  مهاجر  سرطانی  هاي 

ضدسرطان بوده است ولی ظاهراً بیان این مولکول نیز رو به کاهش  
بود که احتمالاً یکی از دلایل آن، آزادسازي عوامل مهارکننده از این  

)  2013و همکاران (    Tarynگونه که هاي سرطانی است؛ همان لول س 
  Qin He. از طرفی طبق مطالعه  ) 26( اند در مطالعه خود ابراز داشته 

ها بستگی  ها در سرطان )، نقش دقیق اینفلامازوم 2018کاران ( و هم 
ناهمگونی سلول  به  و سلول شدیدي  آنها  هاي سرطانی  همراه  هاي 

هاي اندوتلیال و همچنین کمبود میزان  ها و سلول نظیر فیبروبلاست 
اینفلامازوم  عملکرد  که  دارد  سرطان  ریزمحیط  در  را  اکسیژن  ها 

بر  . این امر شاید دلیل دیگري مبنی ) 28( دهد  تحت تأثیر قرار می 
بیان  معنی  افزایش  نبودن  سرطان    NLRP3دار  به  مبتلا  افراد  در 

ناپایداري   جهتی  از  قابل   mRNAباشد.  نکته  ژن  است.  این  تأملی 
 البته اثبات این موضوع نیاز به مطالعات بیشتر دارد. 

در    NOS2میزان بیان ژن   فزایش در این پژوهش با توجه به ا 
رسد که افزایش  به نظر می   stage IIهاي بیماران سرطانی  منوسیت 
ژن  پیام بیان  به  مربوط  پایین هاي  در  در  TLRدست  رسانی  ها 
ها از  هاي خون محیطی احتمالاً مربوط به ارتشاح منوسیت منوسیت 

به  ها  جریان خون به سمت بافت سرطانی همراه با تبدیل این سلول 
ها  ها بر سطح این سلول TLRماکروفاژ یا تنظیم افزایشی اولیه بیان  

پیرو تحریک آنها نسبت به رشد سلول سرطانی است که این امر  
گردد. همچنان که در مطالعه  می   NOسبب تحریک ترشح بیشتر  

Ye Xu   ) 29( ) نیز مطرح شده است  2013و همکاران ( . 
مطالعه  به  طبق  (   Sara benkhelifaعلاوه،  همکاران  )  2019و 

سرطان    stageداري با  ارتباط معنی   NOS2مربوط به     mRNAبیان 
است   داشته  بزرگ  ارتباط  ) 30( روده  همین  حاضر  پژوهش  در   .
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معنی به  مورد صورت  در  مطرح  II    stageدار  بزرگ  روده  سرطان 
نیاز است. در    .است  البته در این مورد هنوز به تحقیقات بیشتري 

کلیه منابعی که در اجراي این پژوهش از آنها بهره گرفته شده است  
ا بر برخی معیارهاي محدودي در زمینه ایمونوپاتولوژي سرطان  تنه 

بیان   پژوهش حاضر،  اینکه در  تأکید شده است، حال  بزرگ  روده 
سرطان روده    stage IIچهار ژن مهم آماسی در بیماران مبتلا به  

 بزرگ ارزیابی گردیده است. 
ارتباط  به  مطالعه   نظر  آماس،  با  بزرگ  روده  سرطان  ایجاد 

عنوان  ها به هاي ایمنی و بالاخص منوسیت ان ژنی سلول تغییرات بی 
ایمونوپاتولوژیک   وضعیت  از  نموداري  ذاتی،  ایمنی  اصلی  بازیگران 

می  بزرگ  روده  ژن سرطان  بیان  زیرا  شرایط  باشد؛  به  توجه  با  ها 
باشد. از جهتی این  ژنتیکی که بر آنها حاکم است، متفاوت می اپی 

سلول  ریزمحیط  در  سرط شرایط  سایتوکاین هاي  ترشح  با  هاي  انی 
ها تأثیر دارد؛  صورت مهاري بر بیان ژن مهارکننده سیستم ایمنی به 
هاي مهاري با ترشح در خون و لنف نیز  به نحوي که این سایتوکاین 

ژن  بیان  منوسیت بر  آماسی  دارند؛  هاي  مهاري  اثر  محیطی  هاي 
وژیک سرطان  توان از این تغییرات با توجه به گرید پاتول بنابراین می 

و یک زمینه تشخیصی در   آگهی بیماري عنوان پیش روده بزرگ به 
به آینده در کنار سایر روش  منظور درمان هدفمند  هاي تشخیصی 

 این سرطان در مراحل اولیه استفاده کرد. 
 

 پیشنهادها 
ی سـلول با در نظر گرفتن سـایر پروفایل  هاي خـون  هـاي بیـان ژنـ

ر  محیطی براساس جداسازي زیرگروه  هـاي منوسـیتی و مطالعـه بـ
هـاي  stageهاي بیشتر مخصوصاً با تفکیک جنسـیتی و  تعداد نمونه 

ه  غیر از پاسـخ ایمنـی  بیماري و البته لحاظ کردن عوامل دیگـري بـ
تري براي این بیمـاري  دقیق هاي تشخیصی  توان به روش میزبان می 

دسترسی پیدا کرد. لذا مطالعات بیشتري در ایـن زمینـه پیشـنهاد  
 گردد. می 
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می  مشهد  پزشکی  علوم  مرکزي  دانشگاه  آزمایشگاه  در  که  باشد 
مالی  حمایت  با  و  تهران  دانشگاه  دامپزشکی    دانشکده  دانشکده 

ایمونولوژي   و  میکروبیولوژي  گروه  و  ارومیه  دانشگاه  دامپزشکی 
دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران انجام شد. از تمامی پرسنل این  

راحی بیمارستان قائم مشهد  آزمایشگاه و همچنین پرسنل بخش ج 
قدردانی   صمیمانه  کردند  یاري  پژوهش  این  انجام  در  را  ما  که 
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