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 PCR در ضايعات بدخيم دهانه رحم به روش HPVبررسي وفور عفونت ويروس پاپيلوماي انساني 
   پلكس مولتي

  
  
  

 * 1دكتر الهه كيهاني

  1نيا  ناصر كهن 

  2 دكتر نرگس ايزدي مود
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سرطان دهانه رحم دومـين علـت مـرگ و ميـر در اثـر سـرطان در بـين زنـان                   : زمينه و هدف  
در اين سرطان بيش از هر نوع بدخيمي ديگري، اثـرات پيـشگيري، تـشخيص زودرس و      . باشد  مي

 بـود كـه ويـروس    1970از اواسـط سـال   . ومير مشهود اسـت   درمان به موقع بر كاهش ميزان مرگ      
مطالعـات  . به عنوان اتيولوژي اصلي سرطان دهانه رحم پيـشنهاد گرديـد          ) HPV(ي انساني   پاپيلوما

 و تغييـرات پـيش      HPVمختلف كه در سراسر جهان صورت گرفته، نشان دهنده ارتباط قوي ميان             
هـاي   از آنجـا كـه كـشت سـلولي و روش    . باشـد  هاي اپي تليـال مـي   سرطاني و سرطاني در سلول   

هاي ملكـولي از      ين ويروس و انواع آن فاقد ارزش هستند، اهميت روش         سرولوژيك در شناسايي ا   
در تـشخيص قطعـي و زودرس ايـن ويـروس آشـكار             ) PCR(مـراز     اي پلـي    جمله واكنش زنجيره  

 . گردد مي
در اين مطالعه پس از انتخاب بيماران مطابق با پروتكل مربوطه و تكميـل فـرم                 :روش بررسي 

سـپس  . پيش سرطاني و سـرطاني دهانـه رحـم انتخـاب شـدند             نمونه از ضايعات     100پرسشنامه،  
 پلكـس بـا      مـولتي  PCR. هاي پارافيني با روش اسـتاندارد انجـام گرفـت            از بلوك  DNAاستخراج  

 بـر   PCRصورت پذيرفت و محصولات     ) يكي به عنوان كنترل داخلي    (استفاده از دو جفت پرايمر      
 . برده شد% 8روي ژل پلي آكريل آميد 

 مـورد از    73 ، بيمار مبتلا به سرطان دهانه رحـم       100جمعيت مورد مطالعه از ميان      در  : ها  يافته
به عبارت ديگر ميـزان شـيوع عفونـت ويـروس           .  مورد منفي بودند   27 مثبت و    HPVنظر عفونت   

HPV بود%73  در اين جمعيت . 
 و  HPVهاي پيشين مبنـي بـر ارتبـاط ميـان             هاي حاصل از مطالعه ما گزارش       يافته: گيري  نتيجه

 .كند سرطان دهانه رحم را تقويت مي
 

واكـنش   ( PCR، سـرطان دهانـه رحـم،         ) HPV(ويروس پاپيلوماي انـساني     : كلمات كليدي 
 )اي پليمراز زنجيره
  

 
  
  

  95-101 : 1385 خرداد ،3شماره  ، 64مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره 
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 1385، خرداد3 ، شماره64دورهمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، 

  

  

سرطان دهانه رحم دومين سرطان مسؤول مرگ و مير زنان          
اتيولوژي و پاتوژنز دهانـه رحـم شـامل         . در سراسر جهان است   

ــدد محيطـ ـ  ــل متع ــه    عوام ــر ب ــه منج ــت ك ــي اس ي و ژنتيك
تـرين و     مهـم . شـود   تليـالي مـي     هاي اپي   ترانسفورماسيون سلول 

ترين علـل محيطـي ايجـاد ايـن سـرطان ويـروس               شناخته شده 
باشد كه در واقع عامـل ضـروري    مي  (HPV) پاپيلوماي انساني

مطالعات نشان  ]. 1[شود    براي ايجاد اين نوع سرطان قلمداد مي      
عوامل محيطي ايجاد سرطان شامل سـن پـايين         اند كه ساير      داده

هـاي مكـرر، داشـتن شـركاي          به هنگام اولين مقاربت، مقاربـت     
مصرف قرص ضـدبارداري خـوراكي و كـشيدن           جنسي متعدد،   

از ويـروس   1 زيـر گـروه  80تاكنون در حـدود . باشند سيگار مي
 نوع آن در ايجـاد سـرطان دهانـه رحـم            20اند كه     شناخته شده 

 و  25  ،18  ،16هـاي     به ترتيب اهميت زيرگـروه     ودرگير هستند   
روش  HPV از آنجا كه براي تشخيص عفونت]. 2[باشند  مي... 

هاي سرولوژيك قابـل اطمينـاني در دسـترس           كشت و يا روش   
هـاي    نيست و مطالعات مورفولوژيك نيز حتي با اعمال تكنيـك         

به تنهـايي حـساسيت خيلـي بـالايي      Liquid-based نوين مانند
هـاي ملكـولي      ، اسـتفاده از روش    ]3،  1[تشخيص ندارنـد    براي  
  ].4[تواند كمك كننده باشد  هاي مبتلا مي در بافت  PCR مانند

 
  

  
  

 بلوك پارافيني مربوط به سرطان دهانـه رحـم پـس از             130
هـاي بخـش پـاتولوژي        هاي بيمارستاني و پرونده     مطالعه پرونده 

هاي مربوطـه   خان تهران و مرور لام ميرزاكوچكبيمارستان زنان  
بدون توجه بـه نـوع هيـستولوژيك ضـايعه و تنهـا بـه عنـوان                 

شـان    به بيماراني كه نمونـه    .  انتخاب شدند   بدخيمي دهانه رحم،  

                                                 
1-  Subtype 

انتخاب شده بود اطلاع داده شـد كـه در مطالعـه وارد خواهنـد               
 عـدد   1-2 ميكرونـي و     4-5هاي فوق يك بـرش        از بلوك . شد

تر جهـت تأييـد       برش نازك .  ميكروني تهيه شد   10حدود  برش  
گذاري منطقه مـورد نظـر جهـت     نهايي بافت سرطاني و علامت  

) H & E(، بـه روش هماتوكـسيلين و ائـوزين    DNAاستخراج 
 DNAتـر بـراي اسـتخراج         هاي ضـخيم    آميزي شد و برش     رنگ

هاي مربوطه     از برش  DNAاستخراج  . مورد استفاده قرار گرفت   
 اسـتخراج شـده از      DNAو  ] 5[ استاندارد انجام شد     طبق روش 

ــي   ــر كم ــي  ) OD  < 6/1> 9/1(نظ ــر كيف ــد از (و از نظ بع
كنترل ) آميزي با اتيديوم برومايد     آگارز و رنگ    الكتروفورز در ژل  

جهت تكثير   (MYO11 و   MYO9با استفاده از پرايمرهاي     . شد
به عنوان كنتـرل   (PCO4  ،GH2Oو ) 1شكل ) (ژنوم ويروسي

 . انجام گرفتپلكس  مولتي PCR ،)داخلي

 Hella) رده سـلولي  (Cell lineبه عنـوان كنتـرل مثبـت از    
 استخراج شده به همـراه  DNAهاي  سپس نمونه . استفاده گرديد 

   بــر روي ژلVهــاي مثبــت و منفــي، بلانــك و مــاركر  كنتــرل
شـدند و ژل مربوطـه توسـط         2بارگـذاري % 8آكريـل آميـد       پلي

 . آميزي شد نيترات نقره رنگ

 مورد جهـت    107 استخراج شده، تنها     DNAبعد از ارزيابي    
 مورد ديگـر    7ادامه انجام آزمايش انتخاب شدند كه از اين ميان          

نيز به علت ناقص بودن اطلاعات پرونده از گروه مورد مطالعـه            
  .  مورد نمونة بافتي ادامه يافت100حذف شدند و بررسي با 

 
  

  
  

هاي بافت دهانه رحم يك صد بيمار مبتلا به سـرطان             نمونه
بـا اسـتفاده    پلكس    مولتي PCRدهانه رحم بيماران پس از انجام       

 با شرايطي مطـابق  Eppendorf  مدلThermal cyclerاز دستگاه
هـاي    هاي فوق به همـراه كنتـرل        براي نمونه بررسي و    1جدول  

                                                 
2- Load 

  بررسيروش
 هايافته

مقدمه
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 1385 خرداد ،3 ، شماره 64دوره مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،  

انجـام  الكتروفـورز   % 8د  آمي  آكريل  مثبت و منفي بر روي ژل پلي      
 . شد

 در نمونه نشانگر وجود     450bp و   268bpوجود هر دو باند     
HPV        268 و مشاهده تنها يك بانـدbp        نـشان دهنـده عـدم آن 
 .)2شكل (باشد  مي

 بيمـار مبـتلا بـه       100در جمعيت مورد مطالعه مـا از ميـان          
 27 مثبـت و     HPV مورد از نظر عفونت      73 سرطان دهانه رحم،  

به عبارت ديگر ميزان شيوع عفونت ويـروس  . في بودند مورد من 
HPV شود گزارش مي% 73 در اين جمعيت . 

  
 
  

  
  

در مطالعه حاضر براي دست يافتن به اطلاعات مربـوط بـه            
در ضـايعات   ) HPV(وفور عفونت ويروس پاپيلومـاي انـساني        

 نمونـه بافـت      از يـك صـد     ،دهانه رحم در زنان ايرانـي      بدخيم
دهانه رحم كه وجـود بـدخيمي در آنهـا محـرز بـود و مجـدداً              
. توسط دو پاتولوژيست به طور مجزا تأييد شد، استفاده گرديـد          

 مـورد از نظـر      73) يك صد مـورد   (در جمعيت مورد مطالعه ما      

بـه عبـارت    .  منفـي بودنـد    HPV مورد 27 مثبت و    HPVوجود  
شـود    گزارش مي % 73 در اين جمعيت     HPV ديگر ميزان شيوع  

آمار جهاني نشان   . كه با نتايج ساير كشورها كاملاً مطابقت دارد       
ها نزد    ترين سرطان   دهند كه سرطان دهانه رحم يكي از شايع         مي

زنان است و در حال حاضر از نظر ابتلا بعد از سـرطان پـستان               
مقام دوم را دارد؛ ولي متأسفانه در ايران آمـار دقيقـي از ميـزان               

ومير   و همچنين ميزان مرگ   ) در جمعيت زنان كشور    (افراد مبتلا 
در اثر اين سرطان و ارتبـاط ايـن سـرطان بـا ويـروس پـاپيلوم        

 . وجود ندارد) HPV(انساني 

ميزان شيوع خام سـاليانه كارسـينوم مهـاجم سـرويكس در            
 در هـر    27زن براي تمام سـنين و       صدهزار   در هر    3/17حدود  

 ].6[باشد  لگي مي سا20زن براي سنين بالاي صدهزار 

ــه ــتفاده از    در دو مطالع ــا اس ــا ب ــپانيا و كلمبي ــه در اس اي ك
MYO9/11 PCR    7، 6[ انجـام شـده بـود[،  DNA HPV را در 

از موارد تشخيص داده بودند؛ ضـمناً طـي گـزارش           % 75حدود  
دكتر محمد نياكان و همكاران كه در سـومين كنگـره سراسـري             

در دانشگاه علوم   ) 1379  شهريور ماه  1-3(ميكروبيولوژي ايران   
، كرديـد پزشكي و خدمات بهداشـتي و درمـاني همـدان ارايـه             
 در HPVميــزان مــوارد مثبــت از نظــر حــضور ژنــوم ويــروس 

بحث

 

  لوم انساني براي جداسازي ويروس پاپيPCR پرايمرهاي – 1شكل 
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     و همكارانالهه كيهاني دكتر   98

 

 1385، خرداد3 ، شماره64دورهمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، 

 كه البته در آن مطالعـه از         شد گزارش% 70ضايعات دهانه رحم    
مطالعات . شده بود  استفاده   In-Situروش هيبريداسيون ملكولي    

ترين عوامل خطر براي ايجاد سـرطان دهانـه           اپيدميولوژيك مهم 
) 2سن پايين بهنگام اولين مقاربـت،       ) 1:  را   HPVرحم، بعد از    

در داننـد؛     تعدد مقاربـت مـي    ) 3وجود شركاي جنسي متعدد و      
 : توان به موارد ذيل اشاره نمود از عوامل ديگر ميادامه 

 اولين بارداري در سنين پـايين و        ها و پيدايش    تعداد بارداري ) 4
مردانـي  (پرخطـر   تماس جنسي با مردان     ) 5 سالگي،   18قبل از   

هـاي    مصرف قـرص  ) 6؛  )كه با زنان متعدد تماس جنسي دارند      

وضعيت اجتماعي  ) 8كشيدن سيگار؛   ) 7ضد بارداري خوراكي؛    
) 10  و عـدم رعايـت بهداشـت تناسـلي       ) 9  و اقتصادي پـايين؛   

كننـد    دهندة سيستم ايمني قلمـداد مـي      مصرف داروهاي كاهش    
]8 .[ 

نظر به اين كه در سرطان دهانه رحم به علت در دسترس بودن             
بافت مربوطه بيش از هـر سـرطان ديگـري اثـرات پيـشگيري،              

وميـر    تشخيص زودرس و درمان به موقع بر كاهش ميزان مرگ         
و رعايـت نكـات      احتراز از رفتارهاي پرخطر   ]. 9[مشهود است   
توانــد تــأثير بــه ســزايي در  ردي و اجتمــاعي مــيبهداشــت فــ

    استفاده شدهيمرهاي پرايها يژگي  و- 1جدول 
  اندازه محصول  هدف

(pb) 
5' to 3' a   اندازه   : توالي پرايمر 

(mer) 
  نام پرايمر

R: CGT CCM AAR GGA WAC TGA TC 20  09MY 
HPVLI 450  

F: GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG 20 11MY 

R: CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC 20 04PC 
β-globin 468  

F: GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC 20 20GH  
aM= A+C; R=A+G; W=A+T; Y=C+T. 

  يك نمونه از ژل پلي اكريل آميد-2شكل
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 1385 خرداد ،3 ، شماره 64دوره مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،  

 و متعاقبــاً ضــايعات پــيش HPVجلــوگيري از ايجــاد عفونــت 
 . سرطاني و سرطاني اين بافت شود

هاي اخير به توليد واكـسن ضـد          توجه مراكز علمي دنيا در سال     
و بـا توجـه بـه وفـور         ] 10[ رو به افزايش است      HPVويروس  

 مبتلا به سرطان در كشور مـا،        هاي  نسبتاً بالاي ويروس در بافت    
توان در آينده از واكسن ضد ويـروس در جمعيـت پرخطـر               مي

 . استفاده كرد

در درمــان ضــايعات  همچنــين انــواعي از داروهــاي اينترفــرون
كه لازمه اسـتفاده    ] 11[شود     استفاده مي  HPVمرتبط با عفونت    

هاي مبتلاسـت؛     از اين درمان، تشخيص وجود عفونت در بافت       
هاي ملكولي بـه همـراه سـاير          رسد انجام آزمايش    ه نظر مي  لذا ب 

ها در ضايعات پيش سرطاني و سرطاني دهانـه رحـم و              بررسي
كه مـشكوك بـه     ) پاپ اسمير (حتي اسميرهاي سرويكوواژينال    

 . ضروري است  هستند،HPVعفونت 
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Background: Cervical cancer is the second leading cause of cancer death among 
women. In this cancer, the effects of prevention, early diagnosis and treatment more 
than other cancers decrease the mortality rate. In 1970 human papilloma virus (HPV) 
was introduction as major etiologic factor of cervical cancer. Different studies 
throughout the world revealed strong correlation between HPV and cancerous & 
precancerous changes in epithelial cells. Since cell culture and serological methods can 
not recognize the virus and its subtypes, the importance of the molecular methods 
including polymerase chain reaction (PCR) in early and definite diagnosis of virus is 
obvious.  
Methods: In this study, after patient selection using the related protocol and completion 
of the questionnaires, 100 samples from cancer lesions of cervix selected. Then DNA 
extraction from paraffin blocks performed using standard method. Multiplex PCR with 
two pairs of primer (one as internal control) performed and the PCR product run on 8% 
polyacrylamid gel. 
Results: The results showed that 73% of the tissues were infected by HPV.  
Conclusion: This finding confirm the previous results based of correlation between 
HPV,and cervical cancer. 
 
Keywords: Human papilloma virus (HPV), cervical cancer, polymerase chain reaction 
(PCR)  
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