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Abstract 
 

Background and purpose: The association of nasopharyngeal carcinoma (NPC) and Epstein-

Barr virus (EBV) was firmly established as early as 1973. A clear understanding of its etiology is still 

lacking, but nasopharyngeal carcinoma is widely suspected to be the result of both a genetic susceptibility 

and exposure to environmental factors or Epstein-Barr virus infection. NPC is more prevalent in young 

age and Iran is a country with young population, therefore we set forth to study the level of infection with 

EBV. 

Materials and methods: A 25-person group of NPC patient as the case group and a 25-person 

group of patients considered to be at risk of developing NPC as the control group were studied. DNA 

extraction of the tissue samples kept at hospital and laboratory archives was done as template in PCR. 

Results: The mean ages of patients in case and control groups were 44.64 and 32.28 years, 

respectively. In case group 23 patients were positive for EBV-DNA while in control group 12 patients 

were positive for EBV-DNA. 

Conclusion: Our data demonstrates that EBV is present at the site of tumor development in low-

risk population. This survey supports the concept of NPC pathogenesis as a multifactorial process. 
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  PCRبا سرطان نازوفارنكس به روش  EBVميزان عفونت 
  

       1مسعود حميدي

       2محمد شاياني نسب

       3ييومهرداد حاجيل

  4آرش دهقان
  چكيده

تصـوير  . مشـخص شـد   1973بار اولين بار در سـال   -ويروس اپشتينارتباط بين سرطان نازوفارنكس با  :سابقه و هدف
ة استعداد ژنتيكـي و در معـرض عوامـل     نتيجرا سرطان نازوفارنكس به احتمال زياد روشني از علت اين سرطان وجود ندارد؛ 

ين جـواني از يـك   شيوع بالاي سرطان نازوفـارنكس در سـن   دليلبه . دانند يا عفونت با ويروس اپشتين بار مي و محيطي بودن
بار بـا سـرطان    ما از سوي ديگر، اين مطالعه را به منظور تعيين ميزان عفونت ويروس اپشتين و جوان بودن جمعيت كشور سو

  .نازوفارنكس طرح ريزي نموديم
مبتلا به سرطان نازوفارنكس بـه عنـوان گـروه مـورد و      بيمار 25 مقطعي بوده كه -اين مطالعه توصيفي :ها مواد و روش

در انجـام  . نداند به عنوان گروه شاهد در نظر گرفتـه شـد   به سرطان نازوفارنكس را داشته ءنفر از بيماراني كه احتمال ابتلا 25
انـد و اسـتفاده    هاي بافتي كه در آرشيوهاي بيمارستاني و آزمايشگاهي نگهداري شده نمونهاز  DNAتحقيق، روش استخراج 

  .بهينه سازي و انجام شد ،PCRاز آن به عنوان الگو در آزمون 
در . سـال بـود   28/32سال و در گروه شاهد ميانگين سـني بيمـاران    64/44در گروه مورد ميانگين سني بيماران  :ها يافته

-EBVبيمـار داراي   13در حالي كه در گـروه كنتـرل،    ،نمونه فاقد آن بودند 2و  EBV-DNAمورد حاوي  23گروه مورد، 

DNA  خيص داده شدندمورد فاقد آن تش 12و. 

بار در محل توسعة تومور در جمعيت با خطر پـذيري پـايين    دهد كه ويروس اپشتين مي اطلاعات حاصله نشان :استنتاج
  .كند حضور دارد و اين فرض را كه آسيب شناسي سرطان نازوفارنكس فرآيندي چند فاكتوري است تقويت مي) گروه كنترل(
  

 (PCR)پليمراز اي زنجيره ويروس اپشتين بار، واكنش سرطان نازوفارنكس، :واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
 :Nasopharyngeal Carcinoma(سـرطان نازوفـارنكس   

NPC( ــالي منشــا مــي  كــه از ســلول ــرد در  هــاي اپيتلي گي
كشورهاي جنوب شرق آسيا مانند مالزي دومين سـرطان  

ترين سرطان  بوده و شايع) بعد از سرطان ريه(شايع مردان 

سـنين بـالا   سـروگردن كـه در   . باشد ردن ميناحيه سر وگ
و  كنـد  سـالي را گرفتـار مـي    ميان شايع هستند بيشتر سنين

كنگ در  ميزان مرگ و مير در هنگ از نظر رتبة ششم را
  ورـازوفارنكس تومـن رطانـس .)1(داشته است 2004ال ـس
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بدخيم اپـي تليـال فضـاي پشـت بينـي اسـت كـه از نظـر         
بـه سـه نـوع     WHOبنـدي   هيستوپاتولوژي بر اساس طبقه

 II، كــلاس )كارســينوم ســلولي اســكوآموس( Iكــلاس 
سـيم  تق) كم تمايز( IIIو كلاس ) كارسينوم غير كراتيني(

شــيوع ســرطان نازوفــارنكس بــا موقعيــت     . شــود مــي
ــتگي دارد  ــژاد وابس ــايي، ســن و ن ــه   از آن. جغرافي ــا ك ج

هــاي خاصــي ديــده  ســرطان نــازو فــارنكس در جمعيــت
 شـود،  يافـت نمـي   شود و در كشورهاي غربـي تقريبـاً   مي

هنــوز شــناخت كــافي از آن وجــود نــدارد؛ بــا ايــن حــال 
يــن ســرطان و تحقيقــات بــر روي تشــخيص زود هنگــام ا

تر جوانـان   بيش ،اين تومور. درمان آن متمركز شده است
افــرادي را كــه در كارهــاي اقتصــادي در حــال  اغلــبو 

بنـابراين جامعـه پزشـكي بـه     . كنـد  اند را مبتلا مـي  فعاليت
دنبــال تشــخيص زودهنگــام ايــن ســرطان قبــل از شــروع  

 و -كه نشانه گسترش تومـور اسـت   پاتي گردني -لنفادنو
هاي  از سرطان ،سرطان نازوفارنكس .)2(ن هستنددرمان آ

ميـزان شـيوع آن   نادر در ايران است و اطلاعات دقيقي از 
تـا   1375هاي  سال طي. ر در دسترس نيستدر سطح كشو

شــيوع ايــن ســرطان در اســتان اردبيــل كــه  درصــد 1378
هاي دستگاه گوارش فوقـاني در   ترين درصد سرطان بيش

در  درصـد  8/0در مردان و  درصد 6/0ايران را داراست، 
 DNA تـــرين مهـــم .)4، 3(زنـــان گـــزارش شـــده اســـت

 شـناخته  انسـان  در انكوژنيـك  عنـوان  به كه  هايي ويروس
 B هپاتيــت ،(HPV) هــا پاپيلومــاويروس شــامل انــد شــده

(HBV) بــار  -ويــروس اپشــتين و)EBV(- باشــد مــي)5( .
EBV ايجــاد باعــث كــه اســت زا ســرطان ويــروس يــك 

 لنفـوم  وفـارنكس  سرطان نازو مثل متعددي هاي بدخيمي
 جـوان  يـت عجم درصـد   90 از بيش. )6(شود مي بوركيت

 طـولاني  مـدت  ،آلوده افراد .اند آلوده ويروس اين به دنيا
 طريــق از EBV. هســتند ويــروس ايــن حامــل زنــدگي از

 تليـوم  اپي حاد، عفونت طي در و شده منتقل بزاقي تماس
 طـي  در و كنـد  مـي  آلـوده  را حنجـره  مطبق فرشي سنگ
 . )5(شـود  يافت مي B هاي لنفوسيت درون در پنهان عفونت

 

بار به  -با ويروس اپشتين ن نازوفارنكسسرطا ارتباط بين
ييد شـده اسـت؛ ولـي بـا     أت 1973طور قطع در اوايل سال 

هنوز  NPC آسيب شناسي اين حال نقش اين ويروس در
برابـر   3تا  2مردان نسبت به زنان  .)7(مي باشدبحث  مورد
ــيش ــه  ب ــتلاي ب ــر ريســك اب ــد  ت ــن بيمــاري را دارن  .)2(اي

ــخيص  ــاطر علايـ ـ   NPCتش ــه خ ــب ب ــر  اغل ــاليني غي م ب
ــا مشــك  ــارنكس ب ل اختصاصــي و ســختي مشــاهدة نازوف

هـاي ابتـدايي معمـولاً در زيـر غشـاي       زخـم . روبرو است
ــب     ــكوپي اغل ــايش آندوس ــتند و در آزم ــي هس موكوس

بسياري از تومورها يا در مراحل . شوند تشخيص داده نمي
زمـاني كـه بـه صـورت      وشـوند   پاياني بيماري ديـده مـي  

متاستازهاي سلول فلسي گردن كه اغلب آسـيب شناسـي   
ارنـد از نگـاه تشخيصـي    واضحي درمحل ابتـدايي هـم ند  

 ، NPC بنـابراين تشـخيص زودهنگـام   . ماننـد  مخفـي مـي  
و وقـوع   ءكارآيي درمـان را افـزايش داده و ميـزان ابـتلا    

در ايــن رابطــه تكنيــك . )8(دهــد متاســتاز را كــاهش مــي
PCR1 9(باشد ثري براي تشخيص ميؤوسيله م(.  

 EBVبر اين اساس شايد بتوان با اثبات وجود ژنـوم  
هــا اثبــات شــده،  در آن NPCدر بيمــاراني كــه تشــخيص 

بدين صـورت  . اي براي تحقيقات بعدي فراهم نمود زمينه
ــا انجــام تســت  ــثلاً ب هــاي تشــخيص مولكــولي در   كــه م

وجـود دارد   NPCها شـك بـاليني بـه     بيماراني كه در آن
ــه تقويــت گــردد و   پزشــك را در جهــت تشــخيص اولي

از جمله انجام يا عدم  ،گيري براي اقدامات بعدي تصميم
. انجام بيوپسي از نازوفارنكس يا غدد لنفاوي ياري نمايد

بـه   PCRهاي مولكـولي ماننـد    از آزمونحتي شايد بتوان 
ــه علا    ــرادي ك ــين اف ــالگري در ب ــت غرب ــوان تس ــعن م ي

شـكي   .پيشنهادكنندة اين بيماري را دارند اسـتفاده نمـود  
نيست هرچه اطلاعات و نگـرش مـا نسـبت بـه بيمـاري و      

تـر باشـد بـه تشـخيص      تـر و وسـيع   ابعاد مختلف آن جامع
ــر    ــالطبع درمــان نتيجــه بخــش ت زودرس منجــر شــده و ب
خواهد بود به خاطر شيوع بالاي سرطان نازوفـارنكس در  

و جوان بودن جمعيـت كشـورما    سوسنين جواني از يك 

                                                 
1. Polymerase chain reaction 



 بار با سرطان نازوفارنكس -ارتباط ويروس اپشتن
 

4  1391، اسفند  1ويژه نامه ،  بيست و دومدوره                                                               مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                       

ه را بــه منظــور تعيــين ميــزان از ســوي ديگــر، ايــن مطالعــ
بــار بــا ســرطان    -همراهــي عفونــت ويــروس اپشــتين   

  .نازوفارنكس طرح ريزي نموديم
  

  ها روش مواد و
ــف ــه) ال ــه،    نمون ــونگي انتخــاب نمون ــرداري، چگ ب

  : ها خصوصيات آن
بيمارسـتان   مقطعي بوده كه در -اين مطالعه توصيفي

ل بعثت وابسته به دانشـگاه علـوم پزشـكي همـدان در سـا     
در مورد سـن و جـنس و نتـايج آزمـون     . انجام شد 1388

ــاتولوژي ــده ،پ ــد و در    از پرون ــتفاده ش ــاران اس ــاي بيم ه
همچنين در اين  ؛هاي از قبل تهيه شده وارد شد پرسشنامه

مطالعه تماس مسـتقيمي بـا بيمـار وجـود نداشـته اسـت و       
اي جهـت   اي در درمان صـورت نگرفتـه و هزينـه    مداخله

بـر اسـاس   . يمـار تحميـل نگرديـده اسـت    اين مطالعه بـه ب 
نفـر   25حجـم نمونـه بـراي هـر دو گـروه      مطالعات قبلي 
هاي  ها به پرونده آوري نمونه جهت جمع. محاسبه گرديد

هاي پاتولوژي خصوصـي شـهر    بيماران كه در آزمايشگاه
هـــاي پـــاتولوژي  و آزمايشـــگاه) رازي و شـــفا( همـــدان
 كه پزشكي همدانهاي وابسته به دانشگاه علوم  بيمارستان

 25. انـد، مراجعـه گرديـد    در شهر همـدان بايگـاني شـده   
هـا   بلوك پارافينه كه بيوپسـي نازوفـارنكس در مـورد آن   

رنـگ   روشبـه  انجام شد و از نظر سرطان نازوفـارنكس  
ييـد پاتولوژيسـت   أت مورد ،ائوزين -آميزي هماتوكسيلين

هـا كـه شـامل سـن،      به همراه مشخصات آن ،قرار گرفت
بـه عنـوان گـروه تسـت      ،باشـد  تاريخ بيوپسي مي جنس و

مورد بيوپسي از بافت نازوفـارنكس   25. استخراج گرديد
كــه بــا شــك بــاليني ســرطان  ،هــاي پــاتولوژي از پرونــده

راه مشخصات ذكـر شـده   ماند به ه نازوفارنكس تهيه شده
بـه عنـوان گـروه     ،)سن، جنس و تـاريخ بيوپسـي  (در بالا 

مربوط به سن، جـنس، سـال   اطلاعات . شاهد انتخاب شد
هـا در   گيري و سـرطاني يـا غيـر سـرطاني بـودن آن      نمونه
  .آمده است 1شماره  جدول
  

سن، جنس، سـال نمونـه گيـري و سـرطاني يـا غيـر        :1جدول شماره 
  سرطاني بودن نمونه هاي به كار رفته در تحقيق

  

 شماره
  نمونه 

  سال
  نمونه گيري 

  سرطان  سن  جنس
  شماره

  نمونه 
  سال

  ه گيرينمون 
  سرطان  سن  جنس

1 82 F 63  +  26  87  M 18   -  
2 87  F 18   -  27  87  M 60  +  
3 82  M 30  + 28  87  F 13   -  
4 82  M 46  + 29  86  M 52  +  
5 82  M 41  + 30  87  F 30   -  
6 87  M 21  + 31  88  M 54  +  
7 87  M 43  + 32  87  F 4   -  
8 87  M 81  + 33  72  F 44  +  
9 87  M 21  + 34  88  M 62  +  
10 82  M 42  + 35  87  M 23  +  
11 87  M 21   -  36  74  F 53  +  
12 87  M 25   -  37  73  M 60  +  
13 87  M 9   -  38  88  F 27   -  
14 87  F 31   -  39  81  M 72   -  
15 87  F 17   -  40  82  M 66   -  
16 87  F 5   -  41  73  F 48  +  
17 87  M 15   -  42  73  F 23  +  
18 87  M 14   -  43  73  F 43  +  
19 87  F 14  +  44  87  M 56   -  
20 87  M 24  +  45  88  M 57   -  
21 87  F 49   -  46  74  M 21  +  
22 87  M 22   -  47  88  F 56   -  
23 87  M 77  +  48  76  F 53   -  
24 87  F 50   -  49  79  F 64   -  
25 86  F 15   -  50  72  M 70  +  

  
 

  : DNA استخراج ژنوم و ن زدايييپاراف )ب
هـا،   پس از اختصـاص شـماره بـه هريـك از بلـوك     

ــوم   ــرشتوســط دســتگاه ميكروت ــي از  10هــاي  ب ميكرون
ــوك ــا  هريــك از بل ــده ــه گردي ــرار دادن . تهي پــس از ق

هـاي  )ريزلولـه ( هاي مربوطه در داخل ميكروتيـوب  برش
 پـارافين انـد، مراحـل    استريل شده ليتري كه قبلاً ميلي 5/1

ــي ــا روش دســتي DNAو اســتخراج  زداي ــر اســاس و ب ب
  :به شرح زير انجام شد )10(دستورالعمل استاندارد

1 - 1mL هاي حاوي  گزيلول به هر كدام از ميكروتيوب
دقيقـه انكوباسـيون در دمـاي     30از پـس  . ها اضـافه شـد   برش
اين . خارج گرديدسانتيريفيوژ انجام گرفته و مايع رويي  ،اتاق

  . شد مرحله دو بار انجام مي
2 - 1mL  ادامـه كـار ماننـد    . اضافه شد درصد 100اتانول

 .صورت گرفتمرحله قبل 

3- 1mL  ادامـه كـار   . اضـافه شـد   درصـد  75اتانول
 .مانند مرحله قبل انجام گرديد
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4 - 1mL  از محلولPBS 15پس از . اضافه گرديد 
و  انجام شدسانتيريفيوژ  ،دقيقه انكوباسيون در دماي اتاق

 .شد اين مرحله نيز دو بار انجام . خارج كرديممايع رويي را 

ــد    500 -4 ــافه ش ــده اض ــافر ليزكنن ــر از ب . ميكروليت
 C° 52 محصــول حاضــر بــه مــدت يــك شــب در دمــاي

هاي قطعه قطعـه شـده بـه صـورت      نگهداري شده تا بافت
 .كامل حل شوند

 گرديد وتوسط ورتكس ميكروليتر فنل اضافه 500 - 5
 .مخلوط شد

دقيقه سانتريفوژ  20به مدت  12000gدر دور  - 6
 .شدانجام 

ميكروليتري به يك  100مايع رويي توسط پيپت  -7
 .ميكروتيوب استريل ديگر منتقل گرديد

توسط  يك حجم كلروفرم اضافه شده و - 8
 .گرديدورتكس مخلوط 

ــدت  12000gدر دور  -9 ــه م ــانتريفوژ  5ب ــه س دقيق
 .گرفت صورت

مــايع رويــي بــا احتيــاط بــه يــك ميكروتيــوب   -10
 .استريل ديگر انتقال يافت

بـه ميكروتيـوب    3Mواحد اسـتات سـديم    1/0 -11
  .جديد اضافه گرديد

واحــد ايزوپروپــانول اضــافه شــد و در دمــاي  1 -12
 .گراد به مدت يك شب نگهداري گرديد تيدرجة سان - 20

13- DNA  12000ته نشين شده درg    20بـه مـدت 
 .دقيقه سانتريفوژ شد

 75، اتــانول پـس از خـارج كــردن مـايع رويـي     -14
 .اضافه كرده و سانتريفوژ انجام گرفت درصد

15- DNA  استخراج شده پس از خشك شدن
ل شد ميكروليتر آب ديونيزه ح 50كامل در زير هود، در 

گراد نگهداري  درجة سانتي -20و پس از آن در دماي 
كه  EBVدر ضمن ويال حاوي سوش استاندارد  .گرديد

 NCBIكشت داده شده است B95-8در ردة سلولي 

Code: C110) ( و از بانك سلولي انستيتو پاستور ايران
قرار گرفت و  DNAخريداري شده بود، مورد استخراج 

  .گرفته شدبه كار  PCRبه عنوان كنترل مثبت در 
 در اين مرحله: استخراج شده DNAكنترل كيفي ) ج

 بـراي ، PCRاستخراج شده ابتدا توسط  DNAقابليت تكثير 
هـاي حـاوي    گلوبين انساني كنترل شـد تـا نمونـه    -ژن بتا

كـار  بـه   EBVژنـوم   PCRبه منظور  ،DNAمقدار كافي 
 ميكروليتـر انجـام   10در حجم نهـايي   PCRواكنش . روند

را حجم نهـايي  ميكروليتر از  2 .)3جدول شماره (گرفت 
 5/1. الگـــو تشـــكيل مـــي دهـــد DNAمحلـــول واجـــد 

ميكروليتـر   PCR ،1ميكروليتر بافر  MgCl2 ،2ميكروليتر 
 Taq DNAواحـد آنـزيم    2/0و  dNTPمحلـول حـاوي   

Polymerase  ميكروليتـر از   2. به هر واكنش افزوده شـد
 ).2 شـماره  جـدول (گرديـد پرايمرهاي مربوطه نيز اضافه 

ــك آب     ــه كم ــنش ب ــايي واك ــم نه ــر،حج ــه  مقط  10ب
بـراي انجـام    ).2 شـماره  جـدول (ميكروليتر رسـانده شـد   

حاوي اتيـديوم برومايـد    درصد 2ژل آگارز ،الكتروفورز
 Loading Buffer( براي ساخت بافر پر چگـال . تهيه شد

ــو،  درصــد 25/0از تركيــب  ،)  درصــد 25/0برموفنــل بل
گليســرول و آب مقطــر  درصــد FF ،30 نولزايلــن ســيا

، 100، پـس از انجـام الكتروفـوز بـا ولتـاژ      استفاده گرديد
 DNA Ladder در مجاورتكه  مورد بررسي قرار گرفتند

100bp  كــه از شــركت فرمنتــاز وFermentas  ،تهيــه گرديــد
 Transluminatorزيـر   در) ژل داك(نمونه ها توسط دستگاه 

نوكلئوتيــدي نمــاينگر  268بانــدهاي . بررســي گرديدنــد
  ).1تصوير شماره (مثبت بودن تست است 

  
  LMP-1گلوبين انساني و ژن -توالي پرايمرهاي مورد استفاده براي تكثير ژن بتا :2جدول شماره 

  

Gnee Primer Primer sequence Expected Amplicon Size (bp). Length(bp). 

Beta-globin GH20 5′-GAA-GAG-CCA-AGC-ACA-GGT-AC-3′ 

268 

20 

PC04 5′- CCA-CTT-CAT-CCA-CGT-TCA-CC -3′ 20 

LMP-1 Bam HIW1 5′- CCAGACAGC AGCCAATTGTC -3′ 
129 

20 

Bam HIW2 5′- GGTAGA AGACCC CCTCTT AC -3′ 20 
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ــماره  ــورز محصــول   :1تصــوير ش ــا PCRعكــس ژل الكتروف -ژن بت
نماينگر مثبت بودن تسـت   نوكلئوتيدي 268باندهاي . گلوبين انساني

  . M :Molecular mass marker. (و اسـتخراج موفقيــت آميــز اسـت  
  ).ها شمارة نمونه: 7-1

  
ويـروس   LMP-1براي ژن  PCRشرايط واكنش ) د
گلـوبين انسـاني،   -ژن بتـا  PCRپس از انجام : بار -اپشتين
PCR  براي ژنLMP-1 بـار انجـام شـد   -ويروس اپشتين .

ه با مشاهدة عكس ژل الكتروفـور،  شرايط بهين ،در نهايت
در حجم نهـايي   PCRواكنش : به شرح زير به دست آمد

ميكروليتـر محلـول واجـد     2. ميكروليتر انجام گرفـت  10
DNA  ،ميكروليتــر  5/1الگــوMgCl2 ،2  ميكروليتــر بــافر
PCR ،1    ميكروليتر محلـول حـاويdNTP  واحـد   2/0و

وده بـه هـر واكـنش افـز     Taq DNA Polymeraseآنزيم 
ميكروليتر از پرايمرهاي مربوطه نيز اضافه گرديـد   2. شد

ــدول( ــماره ج ــه     ).2 ش ــوم ب ــة موس ــا ناحي ــن پرايمره اي
BamHIW  هـاي تشـخيص كيفـي     را كه اغلـب در روش

EBV شـود   رود و در ژنوم ويروس تكـرار مـي   به كار مي
حجم نهايي واكنش را بـه كمـك   . )11(كنند را تكثير مي

). 4 شماره جدول(ميكروليتر رسانده شد  10به  مقطرآب 
، PCRجهت تشخيص و تعيين انـدازة محصـول واكـنش    

گلـوبين  -بتـا الكتروفورز مانند روش گفته شده بـراي ژن  
نوكلئوتيـدي نمـاينگر    129باندهاي . انساني انجام گرديد

  ).2 تصوير شماره( مثبت بودن تست است

آوري شده  هاي جمع داده: جزيه و تحليل اطلاعاتت
ــة   ــت برنام ــخة  SPSSتح ــد و  16نس ــه گردي ، وارد رايان
تجزيـه و   t-testو  Chi-square هاي آمـاري  توسط تست
  .تحليل گرديد

  

  
 LMP-1ژن  PCRعكس ژل الكتروفورز محصول  :2شماره تصوير 

كنترل منفي : M :Molecular mass marker .N( بار - ويروس اپشتين
 B95-8  )EBVسوش استاندارد (كنترل مثبت : P). آب مقطر استريل(

نوكلئوتيدي را نشان  129همگي باند ( ها شمارة نمونه: 1-  3). 1تيپ 
  ).مثبت هستند EBVداده اند و 
  
  گلوبين انساني-براي ژن بتا PCRشرايط واكنش  :3شماره  جدول

  

Time Temp  Steps Sr. No 

4 min 97°C Initial denaturation Step 1 

30 sec94°C Denaturation Step 2 

30 sec55°C Annealing Step 3 
30Sec 72°C Extension Step 4 

50 cycles from step 2 to step 4 Step 5 

3 min72°C Final Extension Step 6 

  
  LMP-1براي ژن  PCRشرايط واكنش  :4شماره  جدول

  

Time Temp  Steps Sr. No 

5 min 95°C Initial denaturation Step 1 

30 sec95°C Denaturation Step 2 

30 sec58°C Annealing Step 3 
1 min72°C Extension Step 4 

35 cycles from step 2 to step 4 Step 5 

5 min72°C Final Extension Step 6 
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  ها يافته
 نفـر مـرد   18 و زن نفـر  7 ،مـورد  گـروه  بيمار  25 از

 ميـانگين  .محاسـبه گرديـد   6/2 زن بـه  مرد نسبت ند وبود
 نفـر  11 ،نفر گروه كنترل 25از . بود 64/44ي بيماران سن
حاسـبه  م 3/1 زن بـه  مـرد  نسبتند و بود نفر مرد 14 و زن
 جــداول. بــود 28/32ي در ايــن گــروه ســن ميــانگين. شــد

مقايسـة جنسـي و سـني و ميـانگين سـني در       5 -7 شماره
  .دهد و غير آن را نشان مي NPCبيماران مبتلا به 
اي كــه مــا انجــام داديــم ميــزان همراهــي  در مطالعــه

EBV  در بيمــاران داراي ســرطان نازوفــارنكس از لحــاظ
هـاي قبلـي در ايـن     و يافتـه  )p <0( دار نبـود  يآماري معن

ــات مــي  ــورد را اثب ــد م ــايج  9و  8 شــماره جــداول. كن نت
هـاي   هـاي فراوانـي و آزمـون    آزمون(هاي آماري  آزمون

Chi-square  وt-test (دهد انجام شده را نشان مي.  
  
  و غير آن NPCمقايسة جنسي در بيماران مبتلا به  :5شماره  جدول

  

 مرد زن جمع
  العههاي مورد مط گروه

 )درصد(تعداد  )درصد(تعداد )درصد(تعداد
 داراي سرطان نازوفارنكس )07/62( 18 )33/33(7 )100(25

 بدون سرطان نازوفارنكس )9/37( 11 )66/66(14 )100(25

  جمع )58( 29 )42(21 )100(50

  
  و غير آن NPCمقايسة سني در بيماران مبتلا به  :6شماره  جدول

  

 سطح  انحراف معيار  ميانگين سني  تعداد  رد مطالعههاي مو گروه
  معني داري

 78/3 89/18 64/44  25 داراي سرطان نازوفارنكس
 24/4 24/21 28/32  25  بدون سرطان نازوفارنكس

  
 راي سرطان نازوفارنكسمقايسة ميانگين سني بيماران دا :7شماره  جدول

  بر حسب جنس
  

 انحراف معيار ميانگين سني  تعداد  جنس
 6/19 9/40  18  مرد
 5/23 1/38  7  زن

  

  

  در دو گروه +EBV-DNAمقايسة فراواني  :8شماره  جدول
  

  ها گروه
  بدون سرطان نازوفارنكس داراي سرطان نازوفارنكس

  جمع
  )درصد(تعداد   )درصد(تعداد 

EBV-DNA+  23 )92(  13 )52(  38  
EBV-DNA- 2 )8(  12 )48(  12  

  50  )100( 25  )100( 25 جمع

  

  بحث

بار -ويروس اپشتين LMP-1حساسيت تشخيص ژن 
، ارزش پيشگويانة درصد 48، اختصاصيت آن درصد 92

 درصـد  86و ارزش پيشگويانة منفي  درصد 53/60مثبت 
دهد كـه ارتبـاط    اطلاعات حاصله نشان مي .به دست آمد

بـا ابـتلا بـه سـرطان      EBVداري بـين حضـور ژنـوم     معني
ان وجـود نداشـته و   نازوفارنكس در جمعيت شهري همد

اين فـرض را كـه آسـيب شناسـي سـرطان نازوفـارنكس       
 ،در ضـمن . كنـد  تقويت مي را فرآيندي چندعاملي است

در تشخيص سرطان بـه تنهـايي    PCRنتيجة مثبت آزمون 
 تـري  كمك كننده نيست و نتيجـة منفـي آن ارزش بـيش   

ــروس .دارد ــا   در ســلول EBV وي هــاي بافــت ســرطاني ب
شناسي يـا تمـايز آن    ون توجه به بافتهاي متعدد و بد پيت

 پــيشويــروس همچنــين در مرحلــة  DNA .حضــور دارد
مرحلــة ســوم نئــوپلازي ( تهــاجمي ســرطان نازوفــارنكس

 EBV  اگر چه. حضور دارد )درون اپيتليالي نازوفارنكس
و  شــود توســط تمــامي افــراد بــالغ حمــل مــي      تقريبــاً

 ،سـت تنها مخزن ويروس در اين افـراد ا  B هاي لنفوسيت
هاي اپيتليـال بـا ايـن ويـروس      عفونت هميشگي سلول اما

تنها در تومورهاي بدخيم همچون سـرطان نازوفـارنكس   
 -ويروس اپشـتين  DNA بنابراين تشخيص ،شود ديده مي

هـاي بيوپسـي نازوفـارنكس يـا متاسـتازهاي       نمونـه بار در 
  گردني پيشگويي قابل توجهي از سرطان نازوفارنكس را 

بـراي ژن   PCRآزمـون  ) NPV(و ارزش پيشـگويانة منفـي  ) PPV(مقادير مربوط به حساسيت، اختصاصيت، ارزش پيشـگويانة مثبـت   :9جدول شماره 
LMP-1 بار در بيماران با و بدون سرطان نازوفارنكس-ويروس اپشتين  

  

  )NPV( ارزش پيشگويانة منفي  )PPV( ارزش پيشگويانة مثبت )Specificity(اختصاصيت  )sensitivity( حساسيت
 آن ها مثبت PCR موارد داراي سرطان كه 

  تمام بيماران سرطاني/ است
آن ها منفيPCRموارد بدون سرطان كه

  تمام بيماران غير سرطاني/ است
 /آن ها مثبت است PCR موارد داراي سرطان كه

  آن ها مثبت است PCRتمام مواردي كه 
آن ها منفي  PCR موارد بدون سرطان كه 

  ها منفي است آن PCRمواردي كه تمام / است
  درصد 86  درصد53/60 درصد48  درصد 92
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مطالعـات متعـددي در خـارج از آسـياي     . كنـد  ميمطرح 
-EBV كـه تشـخيص    مـي كنـد  جنوب شرقي مشـخص  

DNA     در غدد لنفـي بـا اسـتفاده از PCRهيبريداسـيون  و
ــا ــالا  ،درج ــيت ب ــالا ) 89-100( حساس ــيت ب  و اختصاص

هــــاي اپيتليــــال بافــــت    نمونــــه. )12(دارد) 100-78(
نازوفارنكس كه اطـراف بافـت سـرطاني قـرار دارنـد، بـا       

اند در  شدهمثبت  EBV-DNAبراي  nested-PCRروش 
هايي  حالي كه به وسيلة هيبريداسيون درجا گاهي سيگنال

هـاي   ها مشاهده شده است، امـا ايـن سـلول    از هستة سلول
هــاي آن،  RNAهــاي ويروســي و  نرمــال بــراي پــروتئين

اند كه نشان دهنـدة ايـن اسـت كـه اپـي تليـوم        منفي بوده
نازوفارنكس اولـين محـل عفونـت اسـت چـرا كـه ژنـوم        

ها قرار گرفته است، در حـالي كـه    اين سلول ويروسي در
هايي كه بـراي ايجـاد حالـت بـدخيم      RNAها و  پروتئين

و  Lees JF. )13(ضــروري هســتند تشــخيص داده نشــدند
هيبريداسـيون  ( ISHو  PCRهمكارانش با كمـك روش  

ــا ــان داده) درجـ ــه   نشـ ــد كـ ــت EBV-DNAانـ  در بافـ
. وجود دارد درصد 70نازوفارنكس افراد سالم با فراواني 

انـد كـه آسـيب شناسـي سـرطان       ها نتيجه گيري كرده آن
اولين . )14(نازوفارنكس يك فرآيند چند مرحله اي است

اي كه در ايـن رابطـه در ايـران انجـام شـده اسـت        مطالعه
ــطح    ــارانش در ســ ــاني و همكــ ــدا ميرزمــ ــط نــ توســ

در  بـوده كـه  فيروزگر و ) ص( هاي رسول اكرم بيمارستان
بـا سـرطان    EBVشده اسـت كـه همراهـي     انجام 83سال 

را در جمعيــت مــورد مطالعــه بــا  3و2نازوفــارنكس تيــپ 
هـاي   در ميـان نمونـه   .انـد  ييـد كـرده  أت درصد 95فراواني 

مشـاهده شـده   . )15(وجود نداشته است اصلاً 1ها تيپ  آن
ــه   اســت كــه در ســلول  ــتلا ب ــوم NPCهــاي مب  EBV، ژن

دست بوده و از يـك سـلول منفـرد تكثيـر      هموژن و يك
بـه كمـك روش هيبريداسـيون درجـا     . انجام شـده اسـت  

ــراي ــة   1ب ــت خفت ــلول  EBVعفون ــامي س ــاي  را در تم ه
سرطاني با درجة بالا تشـخيص   هاي پيش سرطاني و زخم

هاي پيش سرطاني با درجة پايين اين  داده اند اما در زخم

                                                 
1- EBER 

ايـن اطلاعـات دال بـر    . انـد  نوع عفونت را تشخيص نداده
در مراحـل اوليـة تومـورزايي     EBVوقوع عفونـت خفتـة   

NPC 1(اســت( .LMP-1  انكــوژن اوليــهEBV  بــوده كــه
تشـخيص   NPCدرصد بيماران داراي  70تا  50تقريباً در 
اگرچه بيان اين پـروتئين در تمـامي مـوارد    . شود داده مي

NPC  هاي ايمونوهيستوشيمي تشـخيص داده   كه با روش
 NPCهـاي   شود يكسان نيست، امـا غربـالگري نمونـه    مي

ا را بـــ LMP-1توانـــد تشـــخيص ژن  مـــي PCRبوســـيلة 
  .حساسيت و اختصاصيت بالايي بهبود دهد

Hao   و همكارانش حضور ژنوم اختصاصـيEBV  را
 درصـد  7/94هاي سواب نازوفارنكس با حساسيت  در نمونه

اي  در مطالعـه . نشـان داده انـد   درصد 100و اختصاصيت 
 درصـد  4/98را  LMP-1ديگر اختصاصيت تشخيص ژن 

  .اند گزارش كرده درصد 3/87و حساسيت آن را 
Tsang    ــيت ــيت واختصاصـ ــارانش حساسـ و همكـ

 7/98و  درصد 6/95به ترتيب  PCRرا با  NPCتشخيص 
محمد محمـديان پنـاه و هكـارانش    . اند ذكر كرده درصد

در  PCRرا با  LMP-1اي در شيراز حضور ژن  در مطالعه
بـا حساسـيت    NPCهاي غدد لنفي بيماران داراي  بيوپسي

ارش كـرده انـد   گز درصد 100و اختصاصيت  درصد 80
  LMP-1هاي سرطاني ديگر سـر و گـردن ژن    و در نمونه

  .)10(تشخيص داده نشده است
Yap     ــه ــود نتيجـ ــات خـ ــارانش در تحقيقـ و همكـ

انـد در  تو مي PCRبه وسيلة  EBVاند كه تشخيص  گرفته
به كار رود  )HPE( كنار آزمايشات آسيب شناختي بافتي

بـه   .مورد استفاده قـرار گيـرد   HPEو به عنوان جايگزين 
را  NPCتوانـــد پيشـــرفت  مـــي EBVعـــلاوه تشـــخيص 

هـاي پشـت سـرهم را بـا      بيني كرده و انجام بيوپسـي  پيش
يــك مزيــت عمــدة . هــاي مــنظم ترغيــب نمايــد پيگيــري

دريافـت سـريع    ،PCRة بـه وسـيل   DNA-EBVتشخيص 
كه است،  HPEساعت در مقايسه با  5تا  3نتايج در طول 

  .)12(زمان طولاني تري را مي طلبد
Tsai  و همكارانشDNA-EBV   را به وسـيلةPCR   

  
  



 
  مسعود حميدي و همكاران                                           پژوهشي     
  

9  1391، اسفند  1ويژه نامه ،  بيست و دومدوره                                                               مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                       

 NPCهاي بيوپسـي بيمـاران داراي    نمونه درصد 7/90در 
اند؛ در حالي كه هيبريداسيون درجا بـراي   شناسايي كرده

 EBER  از طرفي. ها مثبت بوده است نمونه درصد 1/98در 
 NPCكه با شـك بـه    ،بيماران بدون سرطان درصد 5/11

 DNA-EBVشــده بــود، بــراي هــا بيوپســي انجــام  از آن
مثبت شده اند؛ اما هيبريداسيون درجا  PCRتوسط روش 

مثبـت نشـده    ،در هيچ يك از ايـن بيمـاران   EBER براي 
اين محققان نتيجه گرفته اند كه هيبريداسيون درجا . است

 NPCجــايگزين مناســبي بــراي تشــخيص  EBER بــراي 
ــرخلاف )16(باشــد مــي را  PCRكــه  تحقيقــاتي ديگــر؛ ب

  .)12،17(تر مي دانند مناسب
به هر حـال بسـياري از سـوالات در رابطـه بـه نقـش       

EBV  در ايجــادNPC انــد، از  هنــوز بــدون پاســخ مانــده
ت كنوني در مورد ريسك فاكتورهاي مشاهدا -1: جمله

اي، اســـتعداد ژنتيكـــي وتغييرپـــذيري  محلـــي و منطقـــه
اي را  به طور كامل اختلاف گسـترده كه  EBVهاي  سويه

. تواند توجيه كند نمي يا شود ديده مي NPCكه در شيوع 
به طور كامل روشـن نيسـت كـه در كـدام مرحلـه از       -2

اوليـه يـا    سـلول نرمـال، آسـيب مقـدماتي    (تكثير سـلولي  
ــه  . شــود وارد صــحنه مــي EBV) آســيب مقــدماتي ثانوي

توانـد   مـي  EBVاگرچه به خوبي مشخص شده است كه 
هـاي پـيش سـاز     هاي اپيتليال را آلوده كند و سـلول  سلول

هـاي پـيش سـاز مرحلـة      مرحلة ثانويه راحت تر از سـلول 
كـاملاً واضـح نيسـت كـه كـدام      -3. شوند اوليه آلوده مي

ژنتيكــي ســلول ميزبــان در طــول تغييــر  نــوع از تغييــرات 
حد محيط  ،د و تا چهده ميان كنش مي EBVبدخيمي با 

به  EBVكه  قبل از اين. در توسعة اين تغييرات نقش دارد
تلقـي گـردد، بايـد پاسـخ      NPCعنوان عامل اصلي ايجاد 

اميد است كه اين تحقيق قـدمي در   .اين سوالات را يافت
هـاي مختلـف ايـن     هتـر در زمين ـ  هـاي بـيش   جهت بررسي
پيگيري بيمـاران مبـتلا    -1: شود پيشنهاد مي. بيماري باشد

مثبـت هسـتند در    EBVبه غير سرطان نازوفـارنكس كـه   
فواصل زماني منظم و به صـورت طـولاني مـدت از نظـر     

در  -2. صــورت گيــرد ،بــه ســرطان نازوفــارنكس ءابــتلا

بيمــاران مبــتلا بــه ســرطان نازوفــارنكس درمــان عفونــت 
EBV وه بر شيمي درماني جهـت جلـوگيري از عـود    علا

هاي ايجاد كننـدة   ارتباط ساير ويروس -3. صورت گيرد
 -4. هـاي ميزبـان بررسـي گـردد     عفونت خفتـه در سـلول  
، زايي هر عامل شيميايي يا فيزيكي قدرت و توانايي سرطان

در  -5. بررسـي گـردد   EBVهاي آلوده به  بايد در سلول
هـاي خفتـة ويروسـي در     صورت امكان، درمـان عفونـت  

مثبت هستند، مورد  EBV-DNAبيماران غير سرطاني كه 
پيشگيري از حضور افـراد آلـوده بـه     -6. توجه قرار گيرد

EBV ــان ــود     در مك ــال وج ــه احتم ــاغلي ك ــا مش ــا و ي ه
. جلوگيري گـردد  ها در آن بالاست زاها و موتاژن سرطان

نگـر و بـا تحليـل     تحقيقات بعـدي بـه صـورت آينـده     -7
اجـرا  ) DNAميـزان  ( تر و به صـورت كمـي   ري دقيقآما
  .شود

 ،در جريان كسب اطلاعات لازم جهت ايـن تحقيـق  
نكاتي بيشتر قابل تامل است تا در تحقيقات آينـده بتـوان   

نحـوة بايگـاني نتـايج    : تر رسـيد  تر و جامع به نتايجي دقيق
اي همــراه بــود و از يــك  پــاتولوژي بــا اشــكالات عمــده

كــرد كــه در  شــخص پيــروي نمــيبنــدي م سيســتم طبقــه
تـر   صورت رفع اين مشكلات، دستيابي به اطلاعات آسان

). اي كردن اطلاعات و نتايج پاتولوژي رايانه(خواهد شد 
شود جهت مطالعة دقيق و جلوگيري  در ضمن توصيه مي

هــا، در مــوارد تحقيقــاتي مــورد علاقــة      از فقــدان داده
ــاي مختلــف بخــش ــنامه ،ه ــه شــود ك ــ پرسش ــايي تهي ه ه

هـا ضـبط    ها از ابتدا با دقت در آن اطلاعات مورد نظر آن
گــردد تــا بــدين وســيله از اعمــال ســليقة افــراد در مــوارد 

  .گوناگون جلوگيري شود و مطالعات استاندارد گردد
  

  سپاسگزاري
 اين مطالعه در قالب پايان نامه كارشناسي ارشد مصوب

 از زحمات جناب آقاي مهندس. دانشگاه شاهد انجام شد
اين مطالعه را انجام دادند و جناب  آماري ماني كه تحليل

آقاي دكتر ستاري و جنـاب آقـاي عباسـي كـه مـا را در      
  .گردد آوري نمونه ها ياري فرمودند، سپاسگزاري مي جمع
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