
  

  فصلنامه بيماري هاي عفوني و گرمسيري وابسته به انجمن متخصصين بيماري هاي عفوني و گرمسيري
  29ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 1387 تابستان،  34تا  29، صفحات  41، شماره  سيزدهمسال 

    
  

در ضايعات سرطاني چندگانه  PCRژن ويروس پاپيلوماي انساني به روش انكو تعيين انواع 
  شمال غرب ايراندهانه رحم در منطقه 
  

  3، علي دسترنج2، محسن اسماعيلي* 1مرتضي جبارپور بنيادي
  

1. PhD  ،ارش و كبد دانشگاه علوم پزشكي تبريزو پژوهشگر مركز تحقيقات بيماريهاي گو استاديار دانشكده علوم طبيعي دانشگاه تبريزژنتيك پزشكي مولكولي 
2. MSc  ،دانشگاه علوم پزشكي تبريز تحقيقات بيماريهاي گوارش و كبد، آزمايشگاه ژنتيك مركز پژوهشگر ژنتيك انساني  
3. PhD  ،دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي تبريز استاديارپاتولوژي  

  

: همراه 0411- 3356027، نمابر  0411- 3392673:تلفن شناسي جانوريگروه زيست ،كده علوم طبيعيدانش، دانشگاه تبريزتبريز،   :نشاني براي مكاتبه* 
09143139825 - jabbarpour@tabrizu.ac.ir  
  دي هشتاد و شش: آبان هشتاد و شش             پذيرش براي چاپ: دريافت مقاله

  
 
  

  چكيده 
بنابراين تشخيص دقيق آنها تـاثير  . انواع پر حطر ويروس پاپيلوماي انساني نقش اصلي در ايجاد سرطان سرويكس دارند :و هدف بقهسا

هدف اين مطالعه تعيين چهـار تيـپ   . اي در امر كنترل و مديريت اين سرطان و ارتقاء سلامت زنان جامعه خواهد گذاشتقابل ملاحظه
در نمونه هاي بافتي بايگاني شده كه به لحاظ پاتولوژيك داراي ضايعات سـرطاني سـرويكس تشـخيص داده     شايع انكوژن از اين ويروس

     .اند، ميباشدشده
، 16تيپهـاي  ( HPVچهار تيپ شـايع ويـروس    DNAاز نظر وجود  محصور در پارافينو نمونه تثبيت شده در فرمالين  75 :روش كار

  .اختصاصي تحت آزمون قرار گرفتند PCRدو سري از با استفاده ) 33و  31، 18
مشاهده شـده   HPVشايعترين تيپ . مثبت بودند HPVويروس  DNAنمونه مناسب، از نظر حضور  72از %) 62(نمونه  46:  هايافته

ــپ   ــا، تي ــه ه ــي   16در نمون ــا فراوان ــاي    % 5/64ب ــب تيپه ــه ترتي ــس از آن ب ــه پ ــوده ك ــاي   33و  18،  31ب ــي ه ــا فراوان   ، 6/22ب
  . نمونه مشاهده گرديد%) 20( 15ها در عفونت همزمان با انواع تيپ. درصد در بين نمونه هاي مثبت ديده شدند 6/1و  3/11

و نيز شيوع نسبتاً متفاوت برخي از انواع اين ويروس در جمعيت  HPVحضور عفونت همزمان و چندگانه با برخي از انواع : گيرينتيجه
ريزيهاي آينده جهـت غربـالگري و مـديريت ايـن بيمـاري مهـم و در آينـده اي نـه چنـدان دور،          نامهمورد مطالعه، ميتواند راهگشاي بر

  .واكسيناسيون بر عليه تيپهاي شايع باشد
  غرب ايران، زنان، شمالPCRويروس پاپيلوماي انساني، سرطان سرويكس، : كليدي واژگان

  
  

  مقدمه 
ه و نقش ويروس سرطان سرويكس دومين سرطان شايع زنان در جهان بود

در سبب شناسي آن كاملا اثبات شده  (HPV)پاپيلوماي انساني 
نحوه انتقال اين ويروس به طريقه جنسي بوده و با وجود اينكه ). 2و1(است

تيپ مختلف براي آن شناسايي شده است، ليكن مطالعات  200بيش از 
، 18، 16هاي تيپ(تيپ  15اند كه تنها اپيدميولوژيك و مولكولي نشان داده

از آن، كه به  )82و  73، 68، 59، 58، 56، 52، 51، 45، 39، 35، 33، 31
با اين وجود ). 3( باشندزا ميهاي پرخطر معروف هستند، سرطانتيپ

عوامل مستعدكننده ديگري از قبيل داشتن شركاي جنسي متعدد، وجود 
ز هاي ضدبارداري و سيگار نيز براي برونقص سيستم ايمني، مصرف قرص

  ). 5و4(باشنداين سرطان مطرح مي

 90خوشبختانه اكثر تغييرات القائي توسط اين ويروس گذرا بوده و حدود 
ماه و در اثر فعاليت سيستم  36الي  12ها در عرض درصد اين عفونت

درصد از زناني كه عفونت آنها  10يابند و تنها در ايمني خودبخود بهبود مي
سرطاني و سپس سرطاني ايجاد ات پيشآيد، ضايعبه شكل دائمي درمي

رسد ميزان ابتلا به سرطان سرويكس در كشورهاي اما بنظر مي). 4(شودمي
هاي غربالگري موثري، درحال توسعه، به علت به اجرا گذاشتن نشدن برنامه

با مشخص شدن اينكه تيپ هاي پرخطر ). 6(بتدريج رو به افزايش باشد
صلي سرطان سرويكس بوده و تعيين ويروس پاپيلوماي انساني عامل ا
تواند از پيشرفت ضايعات ايجاد شده ها ميبموقع و درمان سريع اين عفونت

به حالت سرطاني شدن ممانعت و جلوگيري نمايد، ميتوان به راحتي به 
هاي اهميت و ضرورت جايگاه تشخيص اين گونه عفونت ها  در برنامه

  ).7-10(رد غربالگري و اقدامات معمول باليني پي ب
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هاي اوليه سرطان در غربالگري HPVاگرچه در مورد بكارگيري تشخيص  

هاي م هنوز بحث وجود دارد، ليكن امروزه الگوريتم و برنامهدهانه گردن رح
جديدي مبتني بر غربالگري اوليه اين ويروس آغاز و به اجرا درآمده است 

هاي متعدد، از چراكه آزمايش معمول و قديمي پاپ اسمير علاوه بر محدوديت
از  HPVلحاظ حساسيت تشخيصي نيز نسبت به روش تشخيص مولكولي 

  HPVهاي تشخيصي تست). 4،  8،  11، 12(ينتري برخوردار است جايگاه پاي
در يك  HPVهاي طيف وسيعي از انواع تيپ DNAمتداول بر رديابي 

هاي متعددي براي نيل به اين هدف روش). 13(آزمايش منفرد متكي هستند
 PCRو  Hybrid Capture IIهاي اند كه از جمله ميتوان روشتوسعه يافته
اما چون فقط تيپ هاي پرخطر . هاي حفظ شده اشاره نموداليمبتني بر تو

شوند ضروري است كه ويروس پاپيلوماي انساني باعث سرطان سرويكس مي
هاي روش). 14(هاي سرطاني تعيين گردنددر نمونه HPVهاي نوع تيپ

، هيبريداسيون معكوس و تعيين توالي مستقيم جهت  RFLPمختلفي نظير 
اما روش نسبتا ساده ). 15(اند اين ويروس به كار برده شدههاي تعيين ژنوتيپ

اختصاصي براي هر  PCRاستفاده از  HPVهاي و اقتصادي جهت تعيين تيپ
ترين بعنوان شايع 33و  31، 18، 16هاي اگرچه تيپ). 14-19(تيپ است

ترين ها هميشه شايعاند ليكن اين تيپزا در جهان معرفي شدههاي سرطانتيپ
رسد كه بر اين اساس ضروري بنظر مي). 14، 20-22(اندها گزارش نشدهتيپ
در هر جمعيت بصوت جداگانه تعيين گرديده تا  HPVهاي ترين تيپشايع

گري موثر ، مديريت بيماري و در بتوان از آنها براي طراحي يك برنامه غربال
مان هاي ويروسي شايع در هنهايت واكسيناسيون جمعيت هدف برعليه تيپ

در  33و  31، 18، 16هاي در نيل به اين هدف، تيپ. جمعيت استفاده كرد
ضايعات سرطاني دهانه رحم در بين مبتلايان معرفي شده از منطقه شمال 

  .گانه مورد بررسي قرار گرفتچند PCRغرب با استفاده از تكنيك 
  

   روش كار 
از بيماران داراي  نمونه بافتي فيكس شده در فرمالين و محصور در پارافين 75

ضايعات سرطاني دهانه گردن رحم از آرشيو بخش پاتولوژي بيمارستانهاي 
همچنين از . آوري گرديدجمع) 1380- 1385هاي بين سال(الزهرا و طالقاني 

نمونه از ضايعات خوش خيم مجاري تناسلي زنان نيز بعنوان كنترل منفي  8
برش پشت سرهم با  5-8 حدود DNAبراي استخراج .آزمايشات استفاده شد

ميكرون توسط دستگاه ميكروتوم و با استفاده از تيغهاي يكبار  20ضخامت 
 mlصورت پذيرفته و در ميكروتيوبهاي  FFPEمصرف براي هر نمونه بلوك 

دور ريختن برشهاي اوليه از هر بلوك جهت . استريل جمع آوري گرديد 5/1
ين بصورت تصادفي در بين همچن. حذف هر نوع آلودگي احتمالي ضروري است

هاي كنترل منفي نيز برش داده مي شدند تا از هاي مورددار، نمونهبرش نمونه
هر نمونه با  DNAسپس . لحاظ هرگونه احتمال آلودگي نيز بررسي شوند

استخراج گشته و تا زمان انجام آزمايشات در فريزر ) 23(و همكاران Caoروش 
پلكس با مولتي PCRها تحت دو سري تمامي نمونه.درجه نگهداري شد -20

سري اول  PCRدر . استفاده از پرايمرهاي اختصاصي هر تيپ قرار گرفتند
و  Samaylovaبر اساس پرايمرها و شرايط مطالعه  18و  16تيپهاي 

و يا % 5/2الكتروفورز در ژل آگاروز ). 24(همكاران، مورد ارزيابي قرار گرفتند
گ آميزي با اتيديوم برومايد جهت بررسي و سپس رن% 10پلي آكريل آميد 

 33و  31سري دوم تيپهاي  PCRدر . قطعات تكثيريافته بكار برده شد
و همكاران  Baayبراساس پرايمرهاي جديد و نيز شرايط ذكر شده در مقاله 

تنها تغييري كه در اين روش داده شد اين ). 17(تحت آزمايش قرار گرفتند 
% 10تيپ از الكتروفورز بر روي ژل آكريل آميد بود كه جهت افتراق بين دو 

جفت باز  110استفاده شد تا امكان افتراق بين باندهاي ) ساعت 5ولت ،  100(
رنگ . ميسر گردد 33جفت باز تيپ  117از باندهاي    31مربوط به تيپ 

. آميزي با اتيديوم برومايد و يا نيترات نقره جهت بررسي ژل بكار برده شد

اختصاصي تيپ  PCRهايي كه از لحاظ در نمونه DNAكيفيت  جهت ارزيابي
) 35delGست نرمال ( 26با پرايمرهاي ژن كانكسين  PCRمنفي بودند، از 

استفاده همزمان از نمونه هاي كنترل منفي و نيز آب مقطر ). 25(استفاده شد 
جهت بررسي صحت آزمايشات از لحاظ  PCRدر هر سري از واكنشهاي 

  .ويروس بكار برده شد DNAاحتمالي با  هرگونه آلودگي
 

  هايافته
اختصاصي  PCRآوري شده بهمراه نتايج هاي جمعمشخصات نمونه 1جدول 

تنها يك نمونه بدليل اينكه . تيپ ها را به تفكيك براي هر دسته نشان ميدهد
DNA  بعنوان كنترل قابليت  26مناسب نداشته و با پرايمرهاي كانكسين

 74از بين . ها خارج شدرا نداشت از مطالعه و آناليز داده PCRجوابدهي با 
جدول (براي چهار تيپ انكوژن مثبت بودند %)  62(نمونه  46نمونه مناسب، 

ساير . بود%) 5/64( 16نمونه مثبت، شايعترين تيپ درگير تيپ  46در بين ). 1
پ و تي% 6/22،  31، تيپ % 3/11، 18تيپ ها به ترتيب فراواني شامل تيپ 

از بين . مشاهده گرديد%) 20(نمونه  15عفونت چندگانه در . بود% 6/1،  33
نمونه عفونت دوتايي داشته و شايعترين آنها عفونت توامان با  14نمونه،  15اين 

هاي داراي عفونت دوتايي، نمونه) مورد 12(در اكثريتموارد. بود 31/16تيپهاي 
  نيز با تيپ هاييك مورد عفونت سه تايي . وجود داشت 16تيپ 

ويروس  DNAهاي كنترل منفي براي هيچكدام از نمونه. ديده شد 33/31/16
-مشاهده مي) 1(در شكل   PCRمحصولات تكثيريافته از اين . مثبت نبودند

  . شود
هاي سرطاني در بين نمونه HPVشيوع تيپ هاي مختلف  .1جدول 

  )به عدد(دهانه گردن رحم 
 يافته پاتولوژي

 HPVتيپهاي 
 مجموع منفي 31/18 33/31/16 31/16 18/16 31 18 16

Squamous Cell 
Carcinoma 

(SCC) 
24 2 2 3 9 0 2 23 65 

Adenocarcinoma 2 0 0 0 0 0 0 3 5 
In situ 

Carcinoma 
1 0 0 0 0 1 0 2 4 

  

  
% . 10د بر روي ژل آكريل آمي PCRالكتروفورز محصولات  - 1شكل 
 2و شماره ) bp120باند(بوده  16مثبت براي تيپ  caseيك  1شماره 

را ) bp140با طول باند ( 18و  16بيماري با عفونت همزمان براي تيپهاي 
ژن  bp202يك نمونه براي قطعه  PCRمحصول  3شماره . نشان ميدهد

 به ترتيب نشاندهنده موارد مثبت 5و  4هاي شماره. ميباشد 26كانكسين 
ماركر  Lدر اين شكل . است 33و  31و براي هر دوتيپ  31براي تنها تيپ 
  .باشدمي bp100وزن مولكولي 
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  بحث

كه به تيپهاي  HPVاند كه برخي از انواع مطالعات زيادي نشان داده
پرخطر معروفند، نقش مهمي در ايجاد سرطان سرويكس دارند بطوريكه 

اند سرطانهاي سرويكس در جهان شناسايي شده% 99اين تيپها در بيش از 
وژن اين ولي متاسفانه آمار جامعي در مورد شيوع انواع انك). 5، 14، 20(

  . ويروس در رابطه با سرطان گردن رحم در ايران وجود ندارد
در پيشگويي سرطانهاي سرويكس  (Pap-test)محدوديتهاي سيتولوژيكي 

همچون روشهاي  HPVمنجر به اين شد كه روشهاي حساستر تعيين 
ليكن با توجه به مشكلات آزمونهاي ). 26(توسعه يافتند  PCRمبتني بر 

از حد  ، در تشخيص كمتر HPVف وسيع عمومي تشخيص طي
(undediagnosis)  بدليل از بين رفتن ناحيه هدف مورد (اين ويروس

PCR و ) 14) (عمومي طي فرآيند ادغام ژنوم ويروس به درون ژنوم ميزبان
نيز سرطان زايي انواع پرخطر ويروس ، افتراق انواع انكوژن اين ويروس 

نواع روشهاي مختلف تعيين تيپهاي همچنين از بين ا. ضروري بنظر ميرسد
انكوژن ، انتخاب پرايمرهاي مناسب با توجه به ماهيت بافتهاي مورد 
بررسي، جهت پيشگيري از بروز خطاي دوم تشخيص كمتر از حد نيز امري 

 FFPEهاي بطوريكه مطالعات مختلف بر روي نمونه). 16(بديهي است 
عكوسي به طول قطعه ثابت كردند كه كارآيي يك جفت پرايمر بطور م

تكثير يافته بستگي داشته و پرايمرهاي داراي محصولات كوچكتر از 
bp200 اين امر به دليل نقش آنتاگونيستي . باشندبراي اين امر مناسب مي

شده و امكان  DNAتثبيت فرمالدئيد ميباشد كه باعث خرد شدن قطعات 
). 27- 29(را با مشكل مواجه ميسازد  bp200تكثير قطعات بزرگتر از 

بهمين دليل در اين مطالعه از پرايمرهايي با محصولات كمتر و يا حدود 
bp200  1شكل (استفاده شده است .(  

در اين مطالعه ميزان عفونت با چهار تيپ انكوژن در بين بيماران داراي 
اين . دميباش% 62ضايعات سرطاني دهانه گردن رحم از شمال غرب ايران 

ميزان عفونت با نتايج مطالعات ديگر از نواحي متفاوتي از ايران و نيز ساير 
با نتايج  16شيوع بالاي تيپ ). 2جدول ) (30- 35(كشورها مطابقت دارد 

همچنين اين تيپ شايعترين تيپ ). 36( مطالعات جهاني مطابقت دارد
- زد ميهاي سرطاني بيماران مازندران و يگزارش شده در بين نمونه

باشد نتايج اين مطالعه احتمالا اولين گزارشي از ايران مي). 30،  33(باشد
بيشتر از تيپ  HPVدر بين نمونه هاي آلوده به  31كه در آن شيوع تيپ 

اين نتايج ميتواند اين فرضيه را تقويت ). 16<31<18<33(ميباشد  18
از ساير  كند كه فراواني تيپ هاي در گردش يك جمعيت ميتواند متفاوت

  . جوامع باشد
ميزان . گرددبه وضوح مشاهده مي) 1(عفونتهاي چندگانه نيز در جدول 

اين نتايج . درصد ميباشد 20و  42عفونتهاي منفرد و چندگانه به ترتيب 
ميتواند در توسعه استراتژي درماني جهت هدف قرار دادن همزمان انواع 

  ).37(گيرد  ويژه و چندگانه اين ويروس مورد استفاده قرار

اگرچه . برخي نمونه ها داراي محصولات ضعيف تر از ساير موارد بودند
آزمايشات اين مطالعه بصورت كمي انجام نپذيرفته، ليكن اين امر ميتواند 

مقدار كم ويروس ميتواند از . نشانگر مقدار كم ويروس در آن نمونه ها باشد
كه مستلزم بررسي  ،)16(نظر پيشگويي پيشرفت تومور مهم و مفيد باشد

  . بيشتر توسط تكنيكهاي كمي و حساس ديگر ميباشد
ها از نظر چهار تيپ منفي بودند درصد از نمونه 38در اين مطالعه حدود 

كه اين امر ميتواند بدليل احتمال دخالت ساير تيپ هاي انكوژن در سرطان 
اشناخته هاي مورد مطالعه بوده و لزوم مطالعه ساير تيپ هاي نزايي نمونه

  .   در اين موارد در آينده ضروري بنظر ميرسد
از آنجايي كه نمونه هاي بررسي شده در اين مطالعه از يكي از مهمترين 
مراكز رفرانس شمال غرب ايران جمع آوري شده بود، نتايج بدست آمده 
ميتواند اهميت غربالگري و مديريت اين بيماري منتقل يافته از راه جنسي 

ه را كه در آن ميزان بالاي رفت و آمد مرزي وجود دارد، بيش در اين ناحي
  . از پيش نشان دهد

  
در جمعيتهاي  HPVمقايسه فراواني چهار تيپ انكوژن  .2جدول 

  1)به درصد(مختلف ايران 

  مجموع  33تيپ   31تيپ   18تيپ   16تيپ   كشور
  )مازندران(شمال 

هاي فقط نمونه{
Cancerous  لحاظ
  }شده است

5/44  5/29  15  11  3/64  

تعيين   0  100  )شيراز(جنوب 
  نشده

تعيين 
  نشده

8/22  

  )تهران(مركز 
فقط نمونه هاي {

SCC  لحاظ شده
  }است
 

50 50 7/46 

  5/67  7/3  0  5/18  8/77  )يزد(جنوب 
  62  6/1  6/22  3/11  5/64  )تبريز(شمالغرب 

هـاي مثبـت از نظـر تايپينـگ     فراواني تيپ هاي مختلـف در بـين نمونـه   . 1
هاي مثبت از نظر مجموع حاصل از تقسيم كل نمونه اسبه شده و فراوانيمح

و نمونه هاي مثبت از نظر (هاي مورد مطالعه ميباشد چهار تيپ بر كل نمونه
  )آزمون جنرال وارد نشده است

  
  و قدرداني تشكر

مولفين از پرسنل آزمايشگاه پـاتولوژي بيمارسـتان الزهـرا، كمـال تشـكر و      
هزينه اين طرح توسط واحد تحقيقات توسعه بيمارسـتان  . ندقدرداني را دار

  .تامين شده است) معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي تبريز(الزهرا 
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