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  ۳۰/۱۰/۸۸:        تاريخ پذيرش مقاله ۱۸/۱۲/۸۷: يخ دريافت مقاله تار 

  :  چكيده
هاƽ شايع در ناحيه مازندران و گلستان است، که در كمربند آسيايي سرطان مرƽ واقع  سرطان مرƽ يكي از سرطان: زمينه و اهداف

ها   عامل بسيارƽ از بدخيميEpstein Barr Virus (EBV)  عفونت با. باشددرستي مشخص نميعلت سرطان مرƽ به. شده است

هاƽ معده و  همچنين اين ويروس مي تواند با سرطان. در انسان از جمله عامل لنفوم بوركيت و لنفوم هوچكين شناخته شده است

هاƽ بيوپسي بيماران مبتلا به کارسينوم  در نمونهEBV اين مطالعه با هدف تعيين فراواني .نازوفارنكس نيز ارتباط داشته باشد

 ƽسنگفرشي مر)Esophageal squamous cell carcinoma= (ESCC مازندران و گلستان در سال ƽانجام ۱۳۸۷ در استان ها

  .شد

هاƽ سنگفرشي مرƽ انجام  بيمار مبتلا به سرطان سلول۴۰هاƽ بيوپسي  بر روƽ نمونه مقطعي- اين مطالعه توصيفي:روش بررسي

هاƽ پارافيني با استفاده از کيت مخصوص  از بلوکDNA. پاتولوژƽ تاييد شده بود لحاظ باليني و د که بيمارƽ آنها ازش

  و بـه  روشEBVاز پـرايـمرهـاƽ اختـصاصي ويـروس  استـفاده  باEBVسـپس ژنـوم ويـروس . شـد  جدا DNAاستخراج

Polymerase Chain Reaction (PCR) نهايت محصول در. تکثير گرديد  PCR جدا و الکتروفورز %  ۱با استفاده از ژل آگارز

  .گرديد

از . زن بود%) ۴۵( نمونه ۱۸مرد و %) ۵۵(  نمونه ۲۲مورد مطالعه شامل ) ESCC( نمونه سرطان سلول سنگفرشي مرƽ ۴۰: يافته ها

  . زن بودند%) ۵/۵( نمونه ۱و مرد %) ۲/۱۳( نمونه ۳موارد مثبت شامل .  جدا شدEBVژنوم ويروس %) ۱۰( نمونه ۴

  ممکن است يکي از عوامل  EBVرسد ويروس  ها به نظر مي در تعدادƽ از نمونهEBV بر اساس نتايج مثبت ويروس  :نتيجه گيري

 ƽموثر در سرطان سلول سنگفرشي مر (ESCC) باشد  .  

 ندران، گلستان، ماز اپشتين بار،  سرطان سلول سنگفرشي مرƽ   ، ويروس PCR: كليد واژه ها
  

 



  ...هاƽ نمونه بيوپسي دربلوك) EBV(بررسي فراواني اپشتين بار ويروس /۴۴

 

  :مقدمه

 يكي از Epstein Barr Virus  (EBV)عفونت ناشي از

ها از جمله لنفوم بوركيت، لنفوم  م مرتبط با سرطانـل  مهـعوام

هوچكين و غير هوچكين، کارسينوم نازوفارنکس و بدخيمي 

). ۲،۱(هاƽ دندريتيک و فوليکولار شناخته شده استسلول

EBVحلق   همچنين با سرطان ƽو سرطان م–ها ƽعده در  مر

هاƽ بافت اپي تليالي و لنفاوƽ مانند  سرطان).  ۴،۳(ارتباط است 

هاƽ نواحي شكم، ريه و رحم نيز با عفونت اين ويروس  سرطان

سرطان مرƽ به عنوان نهمين بدخيمي شايع ). ۵،۴(ارتباط دارند 

سوب شده و جزء ـرطان در جهان محـمين عامل سـو شش

اگر چه شيوع . ودـشدƽ  مينـبرطان طبقهـترين انواع سكشنده

سرطان مرƽ در نقاط مختلف جهان متفاوت است، اما شيوع آن 

اين نواحي . شوددر برخي مناطق بـالاترين مـيزان محسوب مي

 ƽو نيز تركيهشرقشمال(شامل كـمربند آسيايي سرطان مـر 

كشورهاƽ قزاقزستان ، تركمنستان، تاجيكستان ، عراق ، ايران تا 

و كشورهاƽ جنوب غرب )  هنگ كنگ و ژاپن شمال چين ،

احتمال ). ۷،۶(هايي از آمريكا است آفريقا ، فرانسه و قسمت

 شمال آسيا و شمال ايران ,بروز سرطان مرƽ در شمال چين

هاƽ اخير در در سال). ۶( باشدبيشتراز ساير مناطق جهان مي

 در بروز کارسينوم سنگفرشي مرEBV ƽمقالاتي به نقش 

)Esophageal squamous cell carcinoma= ESCC ( 

با اين حال، هنوز ارتباط اين دو نامشخص ) ۷(است اشاره شده

هاƽ مازندران و گلستان استان. باشدو موضوعي بحث برانگيز مي

اند و در واقع بر روƽ كمربند جهاني سرطان مرƽ قرار گرفته

با . شونديكي از مناطق پرخطر ابتلا به اين سرطان محسوب مي

توجه به اينکه تاكنون در ايران مطالعه خاصي در اين ارتباط 

اين مطالـعه با هدف تعيـين فراواني انجام نشده اسـت، 

هاƽ بيوپـسي بيماران مبتلا به   در نمونـهEBVويـروس 

ESCCانجام گرديد  .  

  

 :هامواد و روش
%) ۵۵( مرد ۲۲ بيمار شامل۴۰هاƽ  اين بررسي به روƽ نمونه

 سال با ميانگين ۵۵ تا ۴۰در محدوده سني %) ۴۵( زن ۱۸و 

ها از بيماران  نمونه.  شد سال و انجام۶۵/۴۷±۴۵/۴سني 

    سارƽ كه از) ره( امام خميني مراجعه کننده به بيمارستان

هاƽ مازندران و گلستان مراجعه کرده بودند جمع آورƽ استان

و ) ۹،۸(ات متعدد قبلي حجم نمونه باتوجه به مطالع. شده بود

معني دار بودن اين جامعه و نيز باتوجه به شيوع تعداد افراد مبتلا 

هاƽ موجود در  نمونه از نمونه۴۰به طور تصادفي . تعيين شد

 ESCCصحت تشخيص . بانک بافت بيمارستان امام گرفته شد

هاƽ باليني با معيارهاƽ پاتولوژƽ توسط  علاوه بر يافته

 تا ۵هاƽ  هاƽ پارافيني ابتدا برش از بلوك. يد شدپاتولوژيست تأي

 ميكروني آماده گرديد و تا انجام آزمايشات نهايي در فريزر ۷

هايي که براƽ انجام اين  روش. گراد نگهدارƽ شدند سانتي- ۷۰

تحقيق مورد استفاده قرار گرفت به طور خلاصه شامل چهار 

  :باشدمرحله زير مي

از ) دپـارافيـنيـزاسيـون (زدودن و حـذف پـارافيـن) ۱

 DNAاستـخراج )۲(هـاƽ پاتولـوژƽ سـرطان مـرƽ، نمـونه

 بـا اسـتفاده از DNAازديــاد ) ۳(هاƽ سـرطـاني، سلول

الکتروفورز بر روƽ ژل آگارز که توضيح )PCR ،)۴روش 

  . باشدمراحل انجام شده فوق به صورت زير مي

هاƽ ين از نمونهزدودن و حذف پاراف( دپارافينيزاسيون -۱

ƽسرطان مر ƽشروع کار ابتدا نمونه): پاتولوژ ƽها به مدت  برا

دقيقه در ۱۰مجدداً . قرار گرفت) غلظت(دقيقه در گزيلن ۱۰

بلافاصله بعد از خروج از گزيلن به . گزيلن جديد قرار گرفت

 دقيقه در اتانول ۵و بعد به مدت % ۱۰۰ دقيقه در اتانول ۵مدت 

و در % ۷۰ دقيقه در اتانول ۵ سپس به مدت .قرار داده شد% ۹۵

  .)۱۰( دقيقه در آب قرار گرفت ۵نهايت به مدت 

 با استفاده از کيت DNA استخراج :DNA استخراج -۲

   ايـران بـه نـامKIAGENاختـصاصـي محـصـول شرکـت 
Purification kitبافت موجود به .  صورت زير انجام گرفت

  ليز شد تا K و پروتئينازTLB (tissue lysis buffer)وسيله 

سپس درحضور ساير . اسيدنوکلئيک موجود درآن آزاد گردد

هاƽ نمکي اختصاصي، نوکلئيک اسيد با ماتريکس محلول

اسيد نوکلئيک با . شدسيليكايي به طور اختصاصي باند مي

ماند و بااستفاده از مرحله شستشو و ماتريکس باند شده باقي مي

 از  و  موردنظر جدا شدهDNAاƽ سلولي از سانتريفوژ ساير بقاي

در مرحله آخر بااستفاده از . شدماتريکس سيليکايي خارج مي

DNA , Elution Buffer  از ماتريکس سيليکايي جدا شده و 

 درجه سانتي گراد ۲۰ در فريزر منهاPCR ƽتا زمان انجام تست 

  .)۱۰(نگهدارƽ شد 
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دستگاه شركت   با PCR تست PCR: مرحله انجام تست -۳

DNAروســيه مـدل ƽتـكنـولـوژ  MTC 410شـد انـجام

پرايـمرهاƽ  استفاده شده جهت تشخيص اين ويروس به .)۱۱(

  :قرار زير بود 

Forward primer:  
5' – CACCTTAGACTCTGGAGGA – 3' 
Reverse primer:     
5' – TAAAGATACAGCAGCGCAG – 3' 
 

، روPCR ƽمحصـول :  (RUN) الكتـروفورز بر روƽ ژل -۴

و رنـگ آمـيزƽ با اتيديوم بـرومايد الكـتروفورز  % ۱ژل اگارز 

  استـخراج شده بود DNAاگر ژن ويـروس همراه .  گرديـد

  آن بـر روƽ ژل الكتـروفورز بانـد حـاوƽ ژن loadبا  

 جهت الكتروفورز .)۱۲(شد ويـروس ازديـاد شده، مشـاهده مي

 لاندا از  ۵  و PCR  حاصل از DNA لاندا از ۵مقدار 

loading buffer دقيقه ۴۰ ولت  و به مدت زمان ۱۰۰  با ولتاژ 

سپس ژل را خارج كرده به . گرفتتحت الكتروفورز قرار مي

 ƽدستگاه تصوير بردارGel Doc) (پـس از . شدمنتقـل مي

مشاهـده باندهاƽ تکثير يافته، عکس ژل با استفاده از ترمال 

   .گرديد  چاپ ميپرينتر ،

  

  :هايافته

در  % ۱  پس از الکتروفورز  بر روƽ ژل آگارز PCRنتايج 

  Bandنمونه  حاوƽ %) ۱۰  (۴.   نشان داده شده است۱شکل 

ها با  نمونه% ۱۰ بودند كه بيانگر شيوع آلودگي EBVناشي از 

 مثبت، شامل  EBVهاƽنمونه).  ۱جدول (اين ويروس بود 

زن بود، که نشانگر اختلاف %) ۲۵ (۱مرد و %)  ۷۵ (۳ هاƽنمونه

.  در بين مردان و زنان بودEBVقابل توجه بين فراواني ابتلا به 

 مثبت بسيار اندک بود عملا اين اختلاف EBVچون تعداد زنان 

و %)۶/۱۳( مرد ۳عبارت ديگر بيوپسي به. مورد بررسي واقع نشد

  EBV ويروس مبتلا به سرطان مرƽ آلوده به%)  ۵/۵( زن  ۱

 . بود

  

  

  

  

  

  
  

  . درنمونه ستون هفتم EBVو شناسايي ژنوم  % ۱  بر روƽ ژل اكريل آميد PCR الکتروفورزمحصولات :۱شکل

   بخشي از bp۱۸۵ و باند PCR جفت بازƽ نشان دهنده کنترل داخلي جهت تاييد صحت انجام واکنش ۵۶۰باند 

  .است ) DNAفاقد (ده کنترل منفي ستون دوم نشان دهن.  استEBVژنوم تکثير يافته 

  



  ...هاƽ نمونه بيوپسي دربلوك) EBV(بررسي فراواني اپشتين بار ويروس /۴۶

  هاƽ بافتي مورد بررسي به تفکيک سن و جنس بيماران  نمونه:۱جدول 

  جنس
  

EBV 
  زن  مرد  

 
  مجموع

 ميانگين

 ±SD+ سن 

  EBV+ ۳)۷۵(%  )۲۵ (%۱  )۱۰ (%۴  ۴,۷۹ ±۴۸,۵۰ موارد 

  EBV- ۱۹) ۵۲,۸(%  ۱۷) ۴۷,۲(%  )۹۰ (۳۶  ۴,۴۸ ± ۴۷,۵۵ موارد 

  ۲۲  جمع

)۵۵(%  

۱۸  

)۴۵ (%  

)۱۰۰ (%۴۰  ۴,۴۵ ± ۴۷,۶۵  

  

  : بحث

هاƽ بيوپسي سرطان مرƽ را به  نتايج آلودگي تعدادƽ از نمونه

EBVدهد نشان مي.  

سرطان مرƽ به عنوان نهمين بدخيمي شايع و ششمين عامل 

ي از ـنوان يكـع ود ونيز بهـشوب ميـان محسـرطان در جهـس

 در .)۱۳(ت ـاس دهـدƽ شبنقهـها طب رطانـترين انواع سدهـكشن

. طور كلي پايين استكشورهاƽ غربي خطر سرطان مرƽ به

باكو ـل و تنـاست که مصرف فراوان الكان دادهـها نشيـبررس

رطان مرƽ در اين ـد  موارد سـدرص۹۰واند عامل بيش از ـتمي

خصوص در  در صـورتي كـه در ايـران به).۶.( دـي باشـنواح

، كه روƽ كمربند )هاƽ مازندران و گلستانناستا(ناحيه شمالي 

لذا، تـوجـيه . سرطان مرƽ هستند، مصرف اين مواد پايين است

مـناسبي جهـت شيوع بالاƽ سـرطان مـرƽ در اين نواحـي 

 بنابراين عوامل خطرزاƽ ديگرƽ را بايد در .)۱۴(توان يافت نمي

احي رابطه با شيوع بالاƽ سرطان مرƽ سلول سنگفرشي در اين نو

  . تصور نمود

تواند يكي از فاكتورهايي باشد  ميEBVعوامل ويروسي همانند 

. نمايدكه شيوع بالاƽ اين نوع سرطان را در اين نواحي توجيه مي

) ۱۵( به درستي شناخته شده نيست EBVمکانيسم ورود و اثر 

روس ــان داده اسـت که اين ويـهاƽ مختلـف نشيـاما بررس

بب ـرده و سـوده کـليال را آلـتƽ اپيهاولـد سلـتوانمي

اخيرا ). ۱۶-۱۸(ترانسفورماسيون آنها به سمت بدخيمي شود 

 با متوقف کردن  بيان مولکول EBVنشان داده شده است که 

 ƽپيش آپوپتوزBax موجب مهار آپوپتوز در بيماران مبتلا به 

 در حاليکه تاثيرƽ در افزايش بيان .)۱۹(شود عده ميـسرطان م

. )۲۰( ندارد c-Myc و Bcl-2هاƽ ضد آپوپتوزƽ لکولمو

 با القاء توليد سيتوکاين ضد التهابي EBVنين ويروس ـهمچ

IL-10لولـد و تکثير سـب رشـ موج ƽهاB در لنفوم بورکيت 

 EBVاز طرفي در مطالعات قبلي نقش ويروس . )۲۱(گردد مي

هاƽ  ندر سرطان معده، بيمارƽ هوچكين، لنفوم بوركيت  و سرطا

 بنابراين بررسي فراواني و .)۲۲(نازوفارنژيال ثابت شده است 

 و سرطان مرƽ با توجه به شيوع بالا EBVارتباط بين آلودگي به 

شايان ذكر است كه به رغم  . رسد در اين نواحي لازم به نظر مي

اينكه اين نواحي روƽ كمربند آسيايي سرطان مرƽ قرار دارند تا 

اما . ر اين مورد در ايران انجام نشده استاƽ دبه حال مطالعه

نتايج مطالعات در ساير كشورها با توجه به شيوع بالاƽ اين 

به طور مثال در .  مي باشدEBVسرطان مويد شيوع بالاترƽ از 

و در آلمان ) ۱۶( درصد ۴/۲۱، در فرانسه )۱۵( درصد ۲۰سوئد 

ر حالي اين د.  داشتند EBVآلودگي به) ۲۳(ها  نمونه  درصد۴۰

است که در كشورهاƽ آسيايي مثل چين و ژاپن بين آلودگي به 

 در مطالعه .)۲۴( ارتباطي وجود نداردESCC و EBVويروس 

هاƽ بيوپسي سرطان   در نمونهEBVحاضر ميزان شيوع ويروس 

 ƽاختلاف موجود در نتايج بدست آمده در  .  درصد است۱۰مر

ط مختلف دنـيا،   با سرطان مرƽ در نـقا EBVهمراهي عفونت

تـواند ناشـي از تفـاوت در منـاطـق جغرافيايي و عوامل مي

شک براƽ بي. )۱۶- ۱۴،۲۴(محيطي و حتي عوامل ژنتيکي باشد

ƽو کاهش ميزان بيمار ƽمختلف در جامعه و ارتقاء پيشگير ƽها

ƽها و  سطح سلامت عمومي، شناخت عوامل ايجاد کننده بيمار

به عنوان نخستين گام عملي مطرح ها  درک اهميت هر يک از آن

ط ـعددƽ که توسـهاƽ متيمارƽـ  و بEBVدر مورد . باشد مي

. م استـي حاکـن اصل کلـود نيز ايـشجاد ميـاين ويروس اي

 هـامـرنـد در بـوانـتيولوژƽ ميـات اپيدمـالعـجام مطـ ان,ذاـل

ƽريز ƽسلامت جامعه مورد استفاده قرار ها و سياست گذار ƽها

يرد، و توجه دوباره و بيش از پيش کادر بهداشتي درماني را گ

ايج ـسير نتـاهي تفـت که گـظر داشـد در نـباي.  جلب نمايد

ط ـد توسـايـر بـن امـاي. چيده استـت و پيـگاهي سخـآزمايش
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  و آزمايشات  EBVمتخصصين آشنا با روند پاتوژنز ويروس

کي و ـينيـاƽ  کلـهيـار و بررسـترسي به بيمـه، که دسـمربوط

  .)۲۲(پاراکلينيکي کامل او را لازم دارد، انجام گيرد 

  

  :گيرƽنتيجه

 هاƽ بيوپسي سرطان درصد از  نمونه۱۰با توجه به آلودگي در 

احتمالا بين آلودگي : توان مطرح كرد كهمرƽ در اين مطالعه، مي

تواند نوعي ارتباط به اين عفونت ويروسي و سرطان مرƽ مي

 يکي از عوامل موثر در  EBVته باشد، و ويروسوجود داش

سرطان مرƽ در اين مناطق محسوب شود، و ممکن است اين 

اما، با توجه . ويروس در پاتوژنز سرطان مرƽ نقش داشته باشد

به شيوع بالاƽ اين سرطان  در اين مناطق بايد همچنان به دنبال 

براƽ . دگر در اين سرطان نيز بودخالت ساير عوامل خطر مداخله

ويژه تر، و بهتردهـد با انجام  يک مطالعه گسـبات اين مدعا بايـاث

يه را ـن فرضـورت،ايـاهدƽ و يا کوهـش - وردـات مـطالعـم

  .صورت کاملا علمي اثبات نمودبه
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