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 در نمونه های سرطان  سلول  18و16 عویروس پاپیلوم انسانی از نوDNA شناسائی 

    فرمالین و بلوک  شده  در پارافین  به  روشرسنگفرشی    حنجره  فیکس  شد ه   د
Semi nested PCR  

  
شیرین کریمیدکتر ،  ا قا یی ، والری باکایفدکتر  ، میهن پور عبداالله، فروزان محمدیدکتر   

  
 با پیدایش بدخیمی های سلول سنگفرشی در ارگانهـای مختلـف بـدن دارد ولـی                 یا ه ویروس پاپیلوم انسانی ارتباط ثابت شد      : چکیده

 را  HPVمطالعات قبلی احتمـال همراهـی سـرطانهای حنجـره بـا      . ارتباط آن باکارسینومهای حنجره هنوز مورد بحث و مجادله است
 در نمونـه هـای بـافتی فـیکس شـده  در              18و16سی همراهی پاپیلوم انسانی از نـوع          رن مطالعه بر   هدف از ای   : هدف. مطرح کرده اند    

. فرمالین و بلوک شده در پارافین بیماران با سرطان سلول سنگفرشی حنجره دو بیمارستان مسیح دانشوری و لقمان حکیم بوده اسـت                       
نجره از فایل پاتولوژی بیمارستانهای مسیح دانـشوری و لقمـان           کلیه نمونه های با تشخیص سرطان سلول سنگفرشی ح        : مواد وروشها 

 پس از بازبینی و انتخاب نمونه های کافی از بلوک های نمادین هر مورد               ,استخراج شده   ) 1377-1382( ساله   5حکیم در فاصله زمانی     
: یافتـه هـا   .  انجام گردیـد Semi nested PCR ویروس پاپیلوم انسانی به روش  DNAمیکرونی تهیه شد و شناسائی 10برشهای 

کتومی با تشخیص سرطان سلول سنگفرشی حنجـره جمـع آوری           و لارنژ  بلوک پارافینی مربوط به نمونه های بیوپسی حنجره          51تعداد  
  PCR نمونه دیگر به دلیل نتـایج  2 نمونه میزان  نسج تومورال کافی  جهت تحقیق را دارا بودند که در نهایت 35 این تعداد زگردید  ا

شناسـائی  %) 15( بیمار 5ویروس در  DNA.  نمونه مورد برسی قرار گرفتند 33 ازجریان مطالعه حذف شدند و  HFEمنفی برای ژن 
. تواما مثبـت نبودنـد   HPVبود هیچکدام از نمونه ها برای هر دو نوع %) 3( در یک بیمار HPV 18و%) 12( بیمار 4در HPV16.شد

توانـد مطـرح      ز نمونه های بافتی سرطان سلولهای سنگفرشی حنجره با ویروس پاپیلوم انسانی مـی             ا% 15همراهی حدود   : نتیجه گیری 
    .Semi nested pcrیلوماویروس، سرطان حنجره، پپا: واژگان کلیدی .کننده  نقش احتمالی این ویروس در سرطان زائی باشد

  

  مقدمه
 هزار مورد جدیـد     160 بیش از    2005تخمین جهانی برای سال   

ید برای زنـان را      مورد جد  22000طان حنجره برای مردان و    سر
تـوان بـه     بدخیمی های حنجره  را می      اغلب. پیش بینی میکنند  

ورهای خطر همزمـان اثـر      تفاک.رف سیگار و الکل ارتباط داد       مص
از دیگر فاکتورهـای خطـر احتمـالی        .مضا ربه ای را ایفا میکنند       
در معرض قرار , )Micronutrients(کمبود مواد غذائی نا چیز

 مـروی را  -گرفتن هـای شـغلی و بیمـاری رفلاکـس معـده ای            
تعدادی از گزارشهای اخیر احتمال نقش      ) : 2و1.(میتوان نام برد  

ویروس پاپیلوم انسانی در سرطان حنجـره را مطـرح کـرده انـد              
نقــش ویــروس پــاپیلوم انــسانی در تومــورزائی .....):و4و3و2و1.(

از سرطانهای دهانه رحم به دسـت       انسان بر اساس اطلاعاتی که      
  ).3(آمده مورد توجه قرار گرفته است 
  قـادر اسـت       و  بـوده  HPV اپیتلیوم حنجره حساس به عفونت    

ابهای طنقسمت عمده حنجره به جز      . تکثیر ویروس را پایا کند      

لـوت کـه پوشـیده از پوشـش مطبـق           گصوتی و سطح زبانی اپی    
.  شـده اسـت       از اپیتلیـوم تنفـسی پوشـیده       ,سنگفرشی اسـت    

 هستند کـه از نظـر نـسخه         6وHPV  11پاپیلوم ها واجد انواع     
 رادیوتراپی ,رد طول کشیده او به ندرت در مو   بوده  برداری فعال   

 او تمــاس بــا دود ســیگار ممکــن اســت بــدخیم شــوند  و تنهــ
 نقـشی در   HPVشواهدی هستند که در آنها انواع کـم خطـر   

   )1.(بدخیمی  انسانی دارند 
  جداگانه برای ویروس پاپیلوم      پ ژنو تای  100روز بیش از    تا به ام  

کـه از نظـر تمایـل بـه منـاطق           ) 4(انسانی توصیف شده اسـت      
مختلف و نیز استعداد ایجاد تغییرات  بدخیمی تفاوت         آناتومیک  

 بـه عنـوان     18و16 از بین آنها نـوع       .)2(قابل ملاحظه ای دارند     
بقـه بنـدی     بـه عنـوان انـواع کـم خطـر ط           11و6انواع پرخطـر    

  . د نشو می
ــل کــشت دادن در محــیط    ــروس قاب ــن وی ــانواده ای اجــزای خ

بنـابراین شناسـائی آنهـا  متکـی بـه آنـالیز             . آزمایشگاه نیستند   
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تکنیکهای متعددی برای ) .  5.( ویروس است  DNAمولکولی 
شناسائی این ویـروس اسـتفاده شـده اسـت کـه از جملـه آنهـا                

ــوان   dot blotting , Southern blottingمیتــــ
  ).3( را میتوان نام برد PCRهیبریدیزاسیون در جا

وم انـسانی را در سـرطان       طالعات متعددی شیوع  ویروس پاپیل     م
ــا  گــزارش کــرده انــد امــا نــسبتی از % 100حنجــره از صــفر ت

  داشـته  نقـش HPVسرطانهای حنجره که در آنها ممکن است     
  ).16و15و14و13و12و9و8و7.(باشد هنوز نامشخص است 

 وجـود ویـروس پـاپیلوم انـسانی نـوع           ن این مطالعه تعیـی    هدف
سرطان سـلول سنگفرشـی     دچار   در نمونه های بیماران      16و18

  . بوده است Semi nested PCRحنجره به روش 
ــر روی همراهــی    ــاتی ب ــران مطالع ــر چــه در ای ــا  HPVاگ  ب
بـا  ) 11و10(سرطانهای دهانه رحم و مری صورت گرفته اسـت          

یــن مطالعــه اولــین گــزارش همراهــی  ا،اطلاعــات در دســترس
حنجره و ویـروس پـاپیلوم انـسانی در بیمـاران ایرانـی             سرطان  

  .باشد می
  :مواد و روشها

  :نمونه های بافتی : الف
(  نمونه فیکس شده در فرمالین و بلـوک شـده در پـارافین               33 
با تـشخیص سـرطان     ) ی و بیوپسی حنجره   مکتورنژمونه های لا  ن

دو بیمارسـتان مـسیح دانـشوری و        در  سلول سنگفرشی حنجره    
مورد مطالعه  ) 1377-1382( ساله   5 حکیم در یک دوره      نلقما

  .قرار گرفتند 
فیکس شده به   % 10 شده خنثی    رنه ها در فرمالین با ف     وتمام نم 

بـرای  .  طور معمول تهیه  شده و در پارافین بلوک شده بودنـد             
یلین هر نمونه تمامی اسلاید های رنگ شده با روش  هماتوکـس           

ائوزین موجود مرور شدند و در صورت نامناسب بودن اسـلاید           –
اسلاید جدید تهیه گردیده  و بـا بـازبینی مجـدد تمـامی              ,اولیه  
ی کـه ناکـافی بودنـد از مطالعـه بعـدی حـذف              ی نمونه ها  ,لامها
  سپس بلوکهـای نمـادین بـرای مطالعـه بعـدی انتخـاب             .شدند

  .گردیدند
  :PCR وشر
   :DNAاستخراج : 1-ب

DNA    به شرح ذیل از نمونه های بافتی حنجره فـیکس شـده
  :در فرمالین و بلوک شده در پارافین استخراج شد

میکرون از هـر نمونـه تهیـه شـده و در     10ی به ضخامت    یبرشها
کـه اسـتریل و درپـوش دار     cc5/1ی به حجـم  ی هابمیکروتیو

برای جلوگیری از آلودگی نمونه ها از یک . ندبودند قرار داده شد  
جدا از میکروتوم بخش پاتولوژی در طبقه       (کروتوم اختصاصی   می

یکبـار  و تیغ و دستکش       ) ای مجزا از بخش بیولوژی  مولکولی        
 برش مجزا محـل     2 و در فاصله     مصرف در هر برش استفاده شد     

  .اتصال تیغ با گزیلن و الکل ضد عفونی شد
 مرحله استخراج به وسیله گـزیلن و متعاقـب          2پارافین زدایی با  

 یمرحلـه آب ده ـ   . انجام گرفـت    % 100 شستشو با اتانول     2ن  آ
بعـد از   . بـه ترتیـب انجـام گرفـت       % 50و  % 70توسط الکلهـای    

متـشکل از   ( لیز کننده      رسانتریفیوژ در دور بالا نمونه ها در با ف        
mM500     تریس  با PH=8.3  SDS     گلیکـوژن   , نیم درصـد 

 بـــا غلـــضت k و پروتئینـــاز 20µg/mlحامـــل بـــا غلظـــت 
20µg/ml (سـاعت در  24به مـدت   درجه 56 حرارتهدر درج 

 حجم  سپس به هر میکروتیوپ   .  انکوبه شدند    Shakingحالت  
متعاقبـا  .  و سانتریفیوژ صورت گرفـت     معادلی از فنل اضافه شده    

ایـزو آمیـل الکـل       –فاز مایع رویی با حجم معـادلی از کلروفـرم           
 حجـم مـایع رویـی از   6/0 با اضافه کـردن  DNAمخلوط شد و   

 ر مـو لا 3 میکـرو لیتراسـتات سـدیم     40ایزوپروپانول در حضور    
)PH=5.2 (  استخراج شد.DNA   برای شسته شدن نمک    فوق

 ها در هوا خـشک شـدند و   Pellet. شستشو شد % 70با اتانول   
  .گشتند حل TEمجددا در آب مقطر یا

  : HPV  ویروس DNA ی شناسائ2-ب
هار کننده هـای    استخراج شده و نبود مDNAدر ابتدا تمامیت  

  Taq DNA Polymerase    بــه وســیله پرایمرهــای 
نمونه هائی کـه    .  مورد ارزیابی قرار گرفت      HFEاختصاصی ژن   

.  منفـی بودنـد از آنـالیز حـذف شـدند             HFEاز نظر تکثیر ژن     
با پرایمرهای اختـصاصی بـرای   Semi nested PCR آزمایش 

HPV   ی بـه طـور خلاصـه بـرای تکثیـر ژن هـا            .  انجام گرفـت
 از پرایمرهای مختص به نوع بـرای        18و16 نوع   HPVویروسی  

 -HPVوE6    HPV-16یسکانس های منحصر به فرد نواح
  .استفاده شد) 1جدول شماره  (18

وم  و نمونه های  پاپیل DNA ریکامبینانت حاوی یپلاسمیدها
  نمونـه هـای       , به عنـوان کنتـرل مثبـت         16-18انسانی انواع     

ان کنترل منفی برای مانیتور کـردن        هدف به عنو   DNAبدون  
  .  مورد استفاده قرار گرفت PCRآلودگی آزمایش 

 میکرولیتر از 5/2 میکرولیتر شامل 25 در حجم  PCRواکنش 
میکـرو  200   , میلی مول کلریـد منیـزیم        PCR x10, 2 ربا ف 

 , ز واحد تک پلیمر ا    1 ,مول از هر یک از دزوکسی نوکلئوتید ها       
 اسـتخراج   DNA میکرولیتر از    5 پرایمر و     میکرومول از هر   20

 به عنوان کنترل مثبـت  HPV DNA نانوگرم از 20شده و یا 
  .انجام گرفت 

ــام ــرای انجـ ــر از Semi nested PCR 1 بـ  میکرولیتـ
ــاوی پرایمرهـــای  PCR بـــه مخلـــوطPCRمحـــصول  حـ
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موسـایکلر  شرایط و پارامترهـای تر    . ضافه شد   ا) 1جدول(داخلی
 از گرم کـردن در      د مشابه بود  بع    PCR مرحله تکثیر    ودر هر د  

 30 مخلـوط وارد     , دقیقـه    3 درجه سانتی گراد برای مـدت        94
 دقیقه 1 درجه به مدت 94دناتوراسیون در (PCRسیکل تکثیر 

, annealing طویل سازی در    , دقیقه   1 درجه به مدت     56 در 
سیکل آخـر بـا یـک مرحلـه         . شد)  دقیقه   1 درجه به مدت     72

.  درجـه ادامـه یافـت        72 طویـل سـازی  در         دقیقه ای  5اضافه  
 به وسیله الکتروفـورز     PCRمحصولات تکثیر شده د ر آزمایش       

 رنگ آمیـزی شـده      دیاکه با اتیدیوم بروم   % 2ژل آگاروز   بر روی   
  مـشاهده و   UV Transilluminator بر روی  دستگاه,بود 

   ) .4تا 1شکل .(  مقایسه گردیدرباندهای حاصل با مار ک
  
  
  

  : هایافته
  

 51 سـاله    5تعداد کلی نمونه های یافت شده در این دوره          
 نمونــه 27ی ومکتــورنژلا مــورد24 کــه شــامل دمــورد بــو

 از بـازبینی  اسـلایدهای موجـود         سبیوپسی حنجره بود  پ    
 نمونه به دلیل داشتن تعداد کافی نسج تومورال انتحاب 35

 ومورال اندکی داشـته ویـا     تشدند و بقیه نمونه ها که بافت        
احتمال از بین رفتن آنها در جریان تحقیق وجود داشت از           

ــد ــالیز حــذف گردیدن ــه دلیــل 2و در نهایــت . آن ــه ب  نمون
 از جریان مطالعه کنار      HFEآپلیفیکاسیون منفی برای ژن     

 بلـوک   33مطالعـه بـر روی تعـداد نهـائی          . اشته شـدند  گذ
 مورد آنها زن    2 مورد آنها مرد و      31پارافینی انجام شد که     

 سال داشـتند اطـلاع درسـتی        73-37دند و فاصله سنی     بو
 وضعیت سیگار کشیدن    ,درباره محل آناتومیک بیوپسی ها      

 ویـروس پـاپیلوم     DNA.وجـود نداشـت   ....و مصرف الکل و   
 نمونه کشف شد که شامل      33از  %) 15( مورد   5انسانی در   

.  بود   HPV-18%) 3( مورد   1 و HPV-16%) 12( مورد   4
. ا بـرای هـر د و نـوع مثبـت نبودنـد        هیچکدام  از نمونه ه ـ    

 ـ HPVتمامی نمونه های منفی از نظـر    آپلیفیکاسـیون  ا ب
 نشان دادند یعنی بـرای  PCR را با  HFEقابل رویت ژن 

  ) .2جدول(آنالیز مولکولی کافی  و مناسب بودند 
در ضمن تمامی نمونه ها از ابتدای بـرش تـا مرحلـه آخـر               

PCR جی بـه  ینـد وفقـط نتـا    مورد آنالیز قرار گرفتر دو با

 شد که در هر دو مورد آنـالیز نتیجـه           هیرفتذعنوان مثبت پ  
مثبت داشتند و مواردی که فقـط یـک بـار مثبـت شـدند               

  .تندشگمنفی قلمداد 
  :بحث

 مطالعاتی که نقش ویروس پاپیلوم انـسانی را بـه           د بر تعدا 
ــسانی مطــرح    ــینوژن در ســرطانهای ان ــک کارس ــوان ی عن

های   جمله این سرطانها بدخیمی    ز ا شود کنند افزوده می   می
باشند که علاوه بر نقـش ثابـت شـده سـیگار و              حنجره می 

 جایگاه عوامل محیطی دیگر من      ,الکل در روند کارسینوژنز   
جمله ویروس پاپیلوم انسانی مـورد بحـث و مجادلـه اسـت      

  ) .9و7و4و3و2و1(
 ایـن   DNA در مورد    یمطالعات مختلف نتایج ضد و نقیض     

ویروس در ضایعات پیش سرطانی و بدخیمی حنجره نشان         
  ).16و13و12و8و7و4(دهند  می

در هر حـال کـشف ایـن ویـروس در ضـایعات مـذکور از نقـش               
ــدخیمی هــای ایــن ارگــان حمایــت  داحتمــالی  آن در ایجــا  ب

از نمونه هـای    % 15در این مطالعه در حدود      ). 4و2و1(نماید   می
 ویـروس پـاپیلوم     DNA ,سرطان سـلول سنگفرشـی حنجـره        

پـن و ایتالیـا کـه بـه         امطالعات مشابه در ژ   .  انسانی یافت گردید  
ــالهای   Mineta H توســـط 2000 - 1998ترتیـــب در سـ

همراهـی  ) 14و12( و همکارانش انجام شده است Venoti Aو
 و  Lie ES را نـشان داده اسـت از طرفـی    HPVبیشتری بـا  

ک تـری از مـوارد       از نروژ آمـار نزدی ـ     1999همکارانش در سال    
در ایران مطالعات انجـام شـده       ) . 13(را ارائه دادند    %) 8(مثبت  

 و Moradi A توسـط  2002روی سرطانهای مری که در سال 
 PCRهمکارانش انجام شده همراهی این ویـروس را بـه روش            

در حالیکـه   ) 10.  (گزارش کرده  اسـت      %  7/43-8/52معمول  
 درصـد  2002در سـال  و همکارانش Farjadian Aدر گزارش 

 معمـول   PCR با سرطان دهانه رحـم بـا روش          HPVهمراهی  
  ) .11(بوده است% 87,1

مقایسه یافته های مطالعه حاضر با مطالعات ذکر شده در ایـران            
شیوع بیشتر همراهی این ویروس در سرطانهای دو ارگان فـوق           

  .دهد  نسبت به سرطان حنجره را نشان می
  DNAحاضر بعد از مرحله استخراج نظر به  اینکه  در مطالعه 

PCR ژن HFE  صورت گرفته است و تمام مواردی که از نظر 
 مثبت بوده انـد در مطالعـه شـرکت     HFEآمپلیفیکاسیون ژن 

 و با  Semi nested به روش PCRداده شده اند و از آنجا که 
 پرایمـر داخلـی و خـارجی انجـام گرفتـه اسـت و               2استفاده از   
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 نوبت مجزا نتـایج مثبتـی     2 شده اند که در      مواردی مثبت تلقی  
داشته اند لذا میتوان پیشنهاد نمود کـه اخـتلاف آمـار بدسـت               
آمده نسبت به مطالعـات خـارجی بـرروی حنجـره و همچنـین              
مطالعات همراهی ویروس با سرطانهای دهانـه رحـم و مـری در          
ایران حاکی از نقش کم رنگ تر ویروس پاپیلوم انسانی در ایجاد            

اگـر چـه تعمـیم ایـن        .  در بیماران ایرانی باشد       حنجره سرطان
  .بدلط پیشنهاد و اثبات آن مطالعات بیشتری در این زمینه را می

 کوبـا   رانهای حنجـره در کـشو     طمقایسه مطالعات موجود در سر    
ــا) 4( ــن ,) 13و14 (اروپ ــا ســرطانهای حنجــره ) 12( ژاپ  ,و  ب

 HPV16 در ایران حاکی از همراهـی بیـشتر          یسرویکس و مر  
 در سرطانهای مختلـف اسـت ونیـز از ایـن            HPV18نسبت به   

احتمال که فاکتور جغرافیائی یا نـژادی تـاثیر بـر نـوع ویـروس               
  .کند  حنجره ندارد حمایت می

  :نتیجه گیری و پیشنهادات 
سی شده با ویروس پـاپیلوم    ر درصدی نمونه های بر    15همراهی  

 ویروس  اع انکوژنیک  دارند که عفونت با انو     انسانی  دلالت بر این    
م بـا   یـس  این ویـروس ممکـن اسـت در سینرژ         16و به ویژه نوع     

 ,عوامل خطر ساز دیگر شامل عوامل محیطی نظیر آلودگی هـوا          
 دود سـیگار و مـصرف الکـل         ,در معرض قرارگرفتن های شغلی      

وبه احتمال کم تر به تنهائی در بروز سرطان حنجره نقش         .........و
  .داشته باشند

 PCRریداسیون در جا در کنـار       بمطالعاتی بر پایه هی   در نهایت   
به دلیل اختصاصی تربودن ایـن روش و قابلیـت لوکولیزاسـیون            

 real Time quantitativeژنوم ویروس در سـلول تومـورال   
PCR               با قابلیت تعیین نسبیت ژنـوم ویـروس بـه ژنـوم سـلول 

-Case مطالعـات    ,میزبان و کنار گذاشتن  موارد مثبت کاذب         
Case     جهت مقایسه موارد سرطان حنجـره مثبـت ومنفـی از 

ورهای خطر ونیـز    ت از نظر سایر فاک     و نظر ویروس پاپیلوم انسانی   
 جهـت یـافتن جایگـاه ویـروس      Case –Controlمطالعـات  

پاپیلوم انسانی در روند کـار سـینوژنز سـرطان حنجـره توصـیه              
  .شود  می

  :تشکر وقدردانی
خود دانسته از اسـتاد عـالی        این طرح وظیفه     نمجری و همکارا  

قدر جناب آقای دکتر رخشان کـه بلـوک هـای بـافتی سـرطان            
حنجره را در اختیار گذاشتند و همچنین  از پرسـنل بخـشهای             
بیولوژی  مولکولی و پـاتولوژی بیمارسـتان مـسیح دانـشوری و             

 و نیز مرکز  تحقیقـات سـل و          ی بیمارستان لقمان  ژبخش پاتولو 
 انشوری که امکانات انجام این تحقیق     ح د یهای  ریوی مس   یبیمار

  . کنند یرا فراهم آوردند تشکر و قدردان
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   در نمونه های بلوکهای پارافینیHPV16,18لکتروفورز به دست آمده برای ا نتایج)  4(شکل 

  در انجام روش برای بار دوم
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 HFE  HPV16  HPV18  نوع نمونه 
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