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خلاصه
ي این یجادکنندهاعواملازیکی. دهدیمتشکیلرادهانیيحفرهيهاسرطاناز% 93حدودسنگفرشیسلولسرطان: مقدمه

سرطانپاپیلوما در ایجادشایعهايژنوتیپیینتع. داردگوناگونیژنوتایپیتنوعکهاستانسانیپاپیلومايویروسسرطان،
.باشدداشتهنقشآنانتقالازجلوگیريوکنترلدرتواندیمدهان

کمکبازدایی،پارافینازپسشد،تهیهخمینیامامبیمارستاندرکنسربخشازپارافینهبافتنمونه70: هاروشومواد
34- 33-18- 16-6هاي براي شناسایی ژنوتیپشدهدژنرهریورسپرایمر3وپرایمرفورواردGene Runner،1افزار نرم

پس. شدندالکتروفورزآگارزژلرويسپسگرفتهقرارترموسایکلردستگاهدرPCRواکنشانجامبرايها نمونه. طراحی گردید
NCBIدرBlastافزار نرمباHPV+يهانمونه.شدندمشاهدهUVنورباها نمونهدقیقه،30مدتبهجریانبرقرارياز

.شدندسکانستعیین

زگیلمولدعاملHPV+6. بودندHPV+16نمونه5وHPV+6نمونه3کهآمددستبهHPV+ينمونه8:نتایج
زنانبهمربوطنمونه3،هانمونهبیناز. یابدیمانتشارتناسلیدهانیروابطیاپوستباپوستتماسطریقازکهاستتناسلی

سنیندربیماريبهابتلااستعدادبالاترین. استزنانازبیشتر% 2مرداندرویروسانتشار. استمردانبهمربوطنمونه5و
آنازپسوتهرانشهربهمربوط+ HPVيهانمونهبالاترینهمچنین.استسال60بالايآنازپسوسال45تا30بین

.استشهر اسلام

زپلیمراايیرهزنجواکنش، انسانیپاپیلومايیروسو, سنگفرشیسلول , کارسینوم: هایدواژهکل

:مقدمه

و شودنامیده می» کارسینوم اسکواموس«هاي سنگفرشی دهان است که سرطان دهان از کنترل خارج شدن رشد و تکثیر سلول

، غدد لنفاوي ، غدد بزاقی، لبلثهاین بیماري اغلب.)1-23-47-49(شودسرطانی مشاهده میضایعات پیشصورتبهدر ابتدا 

، گلودردهاي مداوم، اختلال در بلع، ، بدشکلی صورتهاها، فک و زبان را درگیر کرده و سبب لق شدن دندانها، گونهگردن، لوزه

.)17- 21-48- 52(شود میمدتیطولانيدردهاگوشدر دهان و شوندهخوبهاي سفید و دیرزخم



، رژیم ، نور خورشیدي سرطان، دندان خراب، سابقهتناسلی-عوامل متعددي از قبیل مصرف سیگار و الکل، روابط جنسی دهانی

.)11-19- 35-44- 57(دهد سال، شانس ابتلا به سرطان را افزایش می40غذایی فاقد میوه و سبزي تازه و سن بالاي 

ژنوتیپ مختلف است که تمایل بسیاري به 100اي، داراي رشتهدوو دارDNAهاي ویروسي پاپیلوماویروس از خانواده

تواندشود و حتی مییافت میوفوربهبنابراین در پوست طبیعی افراد سالم ،هاي مخاطی داردهاي پوششی پوست و سلولسلول

.)4- 10-22- 25-31(سرطان دهان گردد ازجملهها سبب بروز انواع سرطان

به بدخیم یمخخوشي ، ضایعهمورفولژیکیلحاظاز، ي عفونت تشخیص داده نشودسرطانی در مراحل اولیهایعات پیشضاگر

اگرچه . ثر باشدؤایعات متواند در جلوگیري از پیشرفت ضعفونت ویروسی میموقعبهلذا تشخیص ،)17- 28(شود تبدیل می

.تواند سبب بروز سرطان دهان شودآن نمیهايژنوتیپمختلفی دارد، اما تمام هايژنوتیپپاپیلوما ویروس 

با رتباطرا در ا18و 16هايژنوتیپ، فقط PCR–RTهاي بزاق دهان و استفاده از روش اربابی و همکاران با بررسی نمونه

اخلاق با همکارانشان نیز در آزمایشاتی جداگانه و با استفاده از ، هراتیان و نیکيمشهد.)5(سرطان دهان شناسایی کردند 

ي را از نمونه16رانش تنها ژنوتیپ ماس و همکااسپانیا لادر.)21-22- 31(مشابهی بدست آوردند ي، نتیجهPCRروش 

.)7- 13-28(جدا کند از بیماران را 18هی توانست ژنوتیپ - توهند نیز گدر.)37-38- 39(بیماران جدا کردند 

ــین ــپ  در آرژانت ــارانش اســتخراج ژنوتی ــیلس و همک ــه16و 6، آن ــد  را در نمون ــزارش کردن ــاران گ ــاي بیم ،)2-3-16-62(ه

ایـن  هـاي شـایع  ي شناسـایی ژنوتیـپ  ، ایـن تحقیـق بـر پایـه    یلوما ویـروس در ایجـاد سـرطان دهـان    لذا با توجه به اهمیت پاپ

انجـام گرفتـه اسـت تـا شـاید گـامی       بـه بیمارسـتان امـام خمینـی تهـران     کننـدگان مراجعـه در بـین  بیماريویروس در ایجاد

.از سرطان دهان برداشته شودکنندهیشگیريپو موقعبهدر جهت شناسایی 

:هامواد و روش

يبردارنمونه

کنسر هاي موجود در بخش پروندهنمونه بلوك پارافینی که داراي بافت کافی بود از بین 70تحلیلی - ي توصیفیدر این مطالعه

به این مرکز انتقال یافته بودند وشدهيآورجمعها از سراسر کشور این نمونه. ندخمینی تهران انتخاب شددر بیمارستان امام

.سال بوده است75تا 15نیز از کنندهمراجعهبیماران سن.نمونه مربوط به مردان بود35نمونه مربوط به زنان و 35که 

.ها تأیید گردیدگرفت و وجود سرطان در بافتقرار یبررسموردپی ومیکروسکاسلایدهاي 



PCRوDNAاستخراج

ها سپس بافت،دماي محیط قرار گرفتش زده شد و یک شب دربرمتر میلی9/0دستگاه میکروتوم به قطر يیلهوسبهها نمونه

فاده شد مختلفی استدر مراحلپروتئاز کننده و ، اتانل، بافر لیزDeparaffinizationبراي این کار از بافر . زدایی شدندپارافین

محلول محتوي شده وجداستونازElution Bufferبافر توسطها پایانی نمونهيدر مرحله. و سانتریفیوژ انجام گرفت

DNA گراد انتقال یافتدرجه سانتی-20سریعاً به فریزر و دماي.

DNAباندهاي حاصل از . از روش الکتروفورز، استفاده شدشدهاستخراجDNAساعت بعد، براي تعیین مقدار و کیفیت 24

واکنش انجام منظوربه.دادرا نشان میDNAکیفیت مطلوب ،بودواضح ي کمترین کشیدگی و کاملاً در هر نمونه که دارا

برسنسآنتیپرایمر 13و سنسپرایمر Gene runner ،5افزار توسط نرمابتدا،هابر روي نمونه) PCR(پلیمرازاي زنجیره

و سه پرایمرسنس یک پرایمر یتنهادرو سپس پرایمرها دژنره شدهحی گردید،طراE7و E6ي اولیههايینپروتئاساس 

:به شرح زیر استاستفادهموردهاي توالی پرایمر. به دست آمدسنسآنتی

.استریل آماده گردیدml2/0هاي شده و درون تیوبتهیهلیتر به شرح زیر میلی25در حجم PCRسپس مخلوط 

ترکیبات(ML)مقادیر 
Fپرایمر 1

Rپرایمر 1

5/12Master mix

3DNAالگو

5/7H2Oاستریل

ml25حجم نهایی

لیتریلیمبرحسبو مقادیر آن PCRاجزاي :1جدول 



:زیر انجام گرفتشامل مراحل PCRسپس فرآیند 

دقیقه5گراد به مدت درجه سانتی94شامل اوليمرحله

مشتمل بريامرحلهسه يچرخه40شامل دوميمرحله:

94ثانیه45گراد به مدت درجه سانتی

54ثانیه45گراد به مدت سانتیيدرجه

72دقیقه1گراد به مدت سانتیيدرجه

دقیقه7گراد به مدت درجه سانتی72شامل سوميمرحله

با اتیدیوم یزيآمرنگپس از به دستگاه الکتروفورز انتقال یافته و سرانجام نتایجPCRهاي ، فرآوردهبعد از پایان فعالیت دستگاه

.نمونه مثبت شدند8بررسی، تنها تحت نمونه70از . قرار گرفتندیبررسموردي فرابنفش با استفاده از نورافشان اشعهبروماید

ها با الکتروفورزبررسی کیفیت نمونه: 1شکل 

bp435يیهناحمثبت روي ژل در يهانمونهیرتصو:2شکل 



bp492يیهناحمثبت روي ژل در يهانمونهیرتصو:3شکل 

:یابی و آنالیز نتایجتوالی

Ladderطولینیزمثبتيهانمونهدرشدهیلتشکيباندها.رددابازجفت500معادلطولیتحقیقایندرشدهاستفاده

پاپیلوماویروسحضورباو گردنسرسرطانبروزدادیمنشان هانمونهاینشدنمثبت.داشتندبازجفت492تا 435معادل

.استارتباطدر

سرطان سر و گردن در يیجادکنندهااصلی هايژنوتیپانفورماتیک،بیويهاروشو استفاده از ژنیتوالیتعیینمراحلانجامبا

.قرار گرفتندیبررسمورد34-33- 18-16- 11-6يمطالعهموردهايژنوتیپبین

ینمابتکاملییاوساختاريعملکردي،ارتباطيدهندهنشانتواندیمکهتوالیچندیادوبینمشابهيهامکاندر این مرحله

توسطمثبت يهانمونهکردنترازهم.شدداده نشانماتریسیکدرونهمزیرسطرهاییشکلشده و بهترازهم،باشدهایتوال

سپس،گرفتانجامفناورانژنشرکتنیز توسطPCRمحصولنوکلئوتیديتوالیتعیین.گردیدانجامMEGA5افزارنرم

وبررسیبیمارانيهاپروندهژنی،یابیتوالیوPCRانجامازپس.صورت گرفتیسهمقاNCBIدرBlastافزارنرمتوسط

.گرفتقراروتحلیلیهتجزموردواستخراجیازموردندموگرافیکاطلاعات

:هایافته

8، بیمار انجام گرفت70دهان بر روي هاي شایع پاپیلوما ویروس در ایجاد سرطان ي حاضر که جهت بررسی ژنوتیپدر مطالعه

افزارنرمتوسط یابی پس از توالیهاي مثبت هاي نوکلئوتیدي نمونهتوالی. و الکتروفورز مثبت شدندPCRنمونه پس از انجام 

Blast+ درNCBIها نتایج زیر بدست آمدپس از انجام بررسی. قرار گرفتندیبررسمورد:



بیمارانينمونهشده در یافتهHPV6ژنی يهاسکانس–4شکل 

بیمارانينمونهیافته شده در HPV16ژنیيهاسکانس–5شکل 

.بودHPV16نمونه 5و HPV6نمونه 3بودند که 6و 16هاي ژنوتیپيهاي مثبت حاونمونه

ها سایر نمونهلیوبودهمربوط به زناني، دو نمونهHPV16ي نمونهزن و از مربوط بهي ، یک نمونهHPV6ي از سه نمونه

.ندمربوط به مردان بود

.شده و در جدول زیر قرار گرفتندهاي مختلف سنی نیز جداسازيهاي مثبت از نظر فراوانی در گروهنمونه

گروه سنی افرادبه سرطاندرصد ابتلا

15–30ــــ

445–30

بیمارانينمونهشده در یافتهHPV6ژنی يهاسکانس–4شکل 

بیمارانينمونهیافته شده در HPV16ژنیيهاسکانس–5شکل 

.بودHPV16نمونه 5و HPV6نمونه 3بودند که 6و 16هاي ژنوتیپيهاي مثبت حاونمونه

ها سایر نمونهلیوبودهمربوط به زناني، دو نمونهHPV16ي نمونهزن و از مربوط بهي ، یک نمونهHPV6ي از سه نمونه

.ندمربوط به مردان بود

.شده و در جدول زیر قرار گرفتندهاي مختلف سنی نیز جداسازيهاي مثبت از نظر فراوانی در گروهنمونه

گروه سنی افرادبه سرطاندرصد ابتلا

15–30ــــ

445–30

بیمارانينمونهشده در یافتهHPV6ژنی يهاسکانس–4شکل 

بیمارانينمونهیافته شده در HPV16ژنیيهاسکانس–5شکل 

.بودHPV16نمونه 5و HPV6نمونه 3بودند که 6و 16هاي ژنوتیپيهاي مثبت حاونمونه

ها سایر نمونهلیوبودهمربوط به زناني، دو نمونهHPV16ي نمونهزن و از مربوط بهي ، یک نمونهHPV6ي از سه نمونه

.ندمربوط به مردان بود

.شده و در جدول زیر قرار گرفتندهاي مختلف سنی نیز جداسازيهاي مثبت از نظر فراوانی در گروهنمونه

گروه سنی افرادبه سرطاندرصد ابتلا

15–30ــــ

445–30



260–45

سال به بالا260

هاي سنی مختلفدر بین گروه+HPVهاي فراوانی نمونه:2جدول 

30تا 15سال و کمترین شانس ابتلا در بین افراد 45تا 30ابتلا به سرطان دهان در بین افراد مطالعات، بیشترینطبق این بر

مورد SPSSافزار پراکندگی محل سکونت با استفاده از نرمنظراز+HPVيهانمونههمچنین ،مشاهده شده استسال

+ HPVيهانمونهشهرها،سایربهنسبتشهراسلاموتهراندر،نموداربامطابق.)1نمودار (قرار گرفتند وتحلیلیهتجز

.استشدهگزارشبیشتري

تعداد بیماران

SPSSافزار براساس شهر محل سکونت با استفاده از نرمما ویروس هاي پاپیلوتوزیع فراوانی ژنوتیپ:1نمودار 

:بحث

، و ارتباط آن با فاکتورهاي مختلفي دهانیترین تومور حفرهشایععنوانبهسلول سنگفرشی سرطانامروزه مطالعه بر روي 

هاي پاپیلوما ویروس در در این مطالعه تنوع ژنوتیپی گونه. )5- 9-17-35- 41(اي در سراسر دنیا است اساس تحقیقات گسترده

انجام شد تا PCRسپس ارزیابی حضور ویروس پاپیلوماي انسانی توسط روش طان دهان مورد بررسی قرار گرفت،ارتباط با سر

.مثبت یا منفی تعیین گرددصورتبهبیماران DNAحضور ویروس در 

مطالعه، اختصاصی بودن و حساسیت بالاي این روش ها و دلیل انتخاب آن در این نسبت به سایر روشPCRمزیت مهم روش 

.)18-39-48(قابل انجام است یراحتبهDNAباشد که با استفاده از می

2

تهران

1

کرج اسلامشهر

2

زابل

1

مازندران

1

سنندج

1



دست آمده در اگرچه طبق نتایج بآلوده شده بودند،HPV16در اثر%7و HPV6از مبتلایان در اثر %4در این تحقیق 

نیک اخلاق بر اساس نتایج . ها یافت شوددر نمونه18و 16هاي رفت ژنوتیپمیاخلاق و هراتیان انتظار تحقیقات گلزاري، نیک

در نظر مؤثرتر از ویروس پاپیلوماي آفتاب و ژنتیکو مصرف سیگار، اشعهندبود+HPVسرطان دهاني هانمونهاز %3فقط 

ها نشده بود، سیگاري بودن یا نبودن آناي به هاي بیماران اشارهچون در پروندهحاضراما در تحقیقات گرفته شده است،

. نظري ارائه کردبارهیندراتوان نمی

درصد این مطالعهگرچه . ندمطالعه انجام داده بود)نوعی آنمی(نیز بر روي بیماران مبتلا به سندروم فانکونی و همکاران هراتیان 

عدم وجود وجود یاازنظري بیماران تحت مطالعه، را گزارش کرده بود، اما پروندهHPV18و سپس HPV16ازبالایی 

.هاي دیگر بررسی نشده بودندبیماري

ها نیز در آن. استفاده کرده و بزاق افراد را تحت بررسی قرار دادندRT-PCRدر این میان اربابی و همکارانش از روش 

. هاي شایع گزارش کردندنمونهعنوانبهرا HPV18و HPV16تحقیقات خود 

ي طمینان کمتري نسبت به بافت آلودههاي منفی بسیاري در این تحقیق بدست آمد و نشان داد استفاده از بزاق ضریب اونهنم

.ا ویروس داردمهاي مختلف پاپیلوسرطانی در تشخیص وجود ژنوتیپ

در آمریکا 1اگرچه کمپیسی. طراحی شده بودE6و E7ي هاي اولیهاساس پروتئینپرایمرهاي استفاده شده در این تحقیق بر

را در18و 16هاي او نیز تنها ژنوتیپيآمدهدستبهاستفاده کرده بود، اما نتایج HPVبراي تشخیص هاینپروتئنیز از همین 

. یافتهانمونه

RFLPگرچه آنان از روش . و همکارانش در آرژانتین است2نیلیسبه دست آمده در این مطالعه کاملاً مشابه نتایج آينتیجه -

PCR و پرایمرهايMy11 وMy09ها بیابندرا در نمونه6و 16هاي استفاده کردند ولی توانستند ژنوتیپ.

رعایت هایی از جمله تغییر در شرایط جغرافیایی، نوع تغذیه،تواند به تفاوتهاي بدست آمده در نتایج حاصل میالبته تفاوت

بهداشت دهان و دندان، مصرف یا عدم مصرف سیگار، قرار گرفتن در معرض مستقیم تابش خورشید و آلودگی هوا نیز مربوط 

.هاي دیگر انتقال ویروس داردمثبت بیماران اشاره به راهيهانمونهاز ویروس پاپیلوما در 6وجود ژنوتیپ حالهردر.باشد

HPV تناسلی صورت - پوست و یا از طریق ارتباط دهانیاست که انتقال آن از طریق پوست بهعامل بروز زگیل تناسلی 6

تا 1بلکه فقط کند،در تمام افراد بروز نمییترؤقابلطوربهزگیل تناسلی نیز . استانتقالقابلگیرد و با هر روش آمیزشی می

توانند سبب بنابراین افراد آلوده بدون هیچ علامتی می؛ نددارمشاهدهقابلدرصد از افراد مبتلا به زگیل تناسلی، آلودگی 5

از سوي دیگر پس از بررسی پراکندگی و شیوع بیماري بین زنان و مردان، تعداد زنان مبتلا کمتر از مردان .انتشار ویروس شوند

.به دست آمد

1. Kimpisi
2. Anilis



آلودگی مردان رسد احتمالشناسایی شدند، لذا به نظر می+HPVهاي نفر مرد با ژنوتیپ5نفر زن و 3مطابق با این مطالعه، 

این در حالی است که تاکنون هیچ نوع بررسی در ایران بر روي جنسیت افراد و آلودگی با ویروس پاپیلوما از زنان بیشتر است،

یعنی میزان آمده است؛ارانش برعکس نتایج بدست و همک3توسط بابیکرآمدهدستبهدر سودان نیز نتایج . صورت نگرفته بود

ي زندگی، عادات علت این تفاوت به نحوه. تر استنسبت به مردان بیشHPVزنان مبتلا به سرطان دهان در اثر آلودگی با 

.اي، شرایط آب و هوایی و حتی آمیزش جنسی اشاره داردتغذیه

بیشترین آمار مربوط به شهر تهران و سپس. قرار گرفتندیبررسمورداز نظر محل سکونت نیز +HPVهاي همچنین نمونه

توسط فاضلی و همکارانش، سیر تکاملی سرطان دهان را نشان داده ولی به شدهانجامآخرین تحقیقات . بودشهراسلام

آنازسپباشد و می83ضمناً این مطالعات مربوط به سال . اي نداشته استگستردگی و شیوع آن در شهرهاي مختلف اشاره

هاي بیماران، در نمونهHPVهاي حال با توجه به رشد بیماري و حضور ژنوتیپ. هاي مجدد آماري انجام نشده استبررسی

.هاي بیشتر ضروري استبررسی

طبق این تحقیق قرار گرفت؛یبررسموردهاي سنی مختلف نیز ضمناً در این مطالعه فراوانی بیماري سرطان دهان در بین گروه

ي مثبتی سال هیچ نمونه30با سن کمتر از سال است و در افراد45تا 30هاي سنی بیشترین آمار مبتلایان مربوط به گروه

. قرار نگرفته بودیبررسموردسن افراد شدهانجامهاي از پژوهشکدامیچهلازم به ذکر است در . یافت نشد

یابد، اما مطابق با نتایج ها افزایش میسیستم ایمنی بدن، شانس ابتلا به انواع سرطاناگرچه با افزایش سن و کاهش قدرت 

سال نسبت به سایر 60سال بیشتر است و پس از آن افراد بالاي 45تا 30بدست آمده، خطر ابتلا به سرطان دهان، در سنین 

.شتري قرار دارندیها در معرض خطر بگروه

:گیريیجهنت

نیز با زگیل تناسلی HPV6شیوع . در بروز سرطان دهان نقش دارندHPV16و HPV6، آمدهدستبهبا توجه به اطلاعات 

همچنین وجود ویروس پاپیلوما در افراد . سازدمیترو آسانتریعسرتناسلی - نتشار آن را از طریق روابط دهانیمرتبط است که ا

آمار مردان ،شدهکر است طبق مطالعه و تحقیق انجاملازم به ذ. بیشتر گزارش شده استها سال نسبت به سایر گروه45تا 30

.مبتلا به سرطان دهان در اثر پاپیلوما ویروس نسبت به زنان بیشتر است
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