
Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 
  وهشیپژ          

  
  
  ازنــــــدرانـکــــــی مــــــــوم پـزشـلـشـــــگاه عـــه دانـلــــمج

   )1-6   (1388 سال   فروردین و اردیبهشت    69  شماره  نوزدهمدوره 
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با  (Recut) های مجدد  برشp63پذیری مارکر ای شدت رنگ بررسی مقایسه
  نمونه بیماران مبتلا به سرطان ریه (Destained)زدائی شده های رنگ برش

 
  2مهران قهرمانی         2 مختار محمدیان روشن        1ژیلا ترابی زاده         1فرشاد نقش وار 

  

  چکیده
هـای   زدائـی شـده بیوپـسی    های رنـگ   روی برش،آمیزی مجدد  نقش ارزشمند رنگ لعهدر چندین مطا   :سابقه و هدف    

هـای بـافتی      ولی مطالعـه روی نمونـه      شده است های سیتولوژیک کارسینوم سلول اسکواموس ریه مشخص         پروستات و نمونه  
هـای مجـدد     امکان برش های بیوپسی ریه     که در برخی موارد به دلیل کوچک بودن نمونه         از آنجائی . سرطان ریه اندک است   

گیری مجدد بیماران اقـدامی تهـاجمی و پـر مخـاطره اسـت،               بافتی جهت کارهای تشخیصی تکمیلی وجود ندارد و نیز نمونه         
زدائی شده نمونـه بیمـاران    های رنگ های مجدد و برش     بین برش  p63هدف از این مطالعه مقایسه شدت رنگ پذیری مارکر          

  .بودمبتلا به سرطان ریه 
هـای بیمـاران مبـتلا بـه         عـدد لام و بلـوک از نمونـه         100 تعـداد    ،نگـر  در این مطالعه توصیفی گذشته     : روش ها  و مواد

 بـه   p63یک سـری توسـط مـارکر        .های مربوطه دوسری برش تهیه شد        سرطان ریه انتخاب شد و سپس از هر کدام از بلوک          
 سـپس هـر   ؛اتوکسیلین ائـوزین روتـین انجـام شـد    آمیزی هم  سری دوم رنگ  در   و    شد آمیزی روش ایمونو هیستوشیمی رنگ   

 6 توسـط هیـدروژن پراکـسید        ، رنـگ گرفتـه بودنـد      p63که در سری اول با    ) (H&Eهای هماتوکسیلن و ائوزین      کدام از لام  
آمیزی   رنگ زدائی و متعاقباً رنگ     ه ماه 10طور مساوی در فواصل زمان بندی شده دو تا          ه  ب) دقیقه20( در متانل مطلق     درصد
  .  جهت مقایسه با سری اول انجام شدp63 با مارکر مجدد

. مـشاهده شـد    مورد عدم رنگ پذیری      23شدیم و   مواجه   مورد با اتمام بافت      3در  . ریزش بافت مشاهده نشد    : یافته ها 
مقایـسه شـدت   .  رنـگ گرفتنـد  p63 آن بـا مـارکر   درصـد  93/93کارسینوم سلول اسـکواموس بودنـد کـه         ها   نمونه مورد   66

پـذیری    رنـگ  ، موارد درصد 34/53 نشان داد که     های مجدد و رنگ زدائی شده در دو ماهه اول،           بین برش  p63ری  پذی رنگ
 98/38 ماه   2-10در فاصله   . مشاهده نشد پذیری مختصر داشتند و هیچ مورد منفی          موارد کاهش رنگ    درصد 66/46مشابه و   

در فاصـله   .  منفـی شـدند     درصـد  25/15وجه داشـتند و     پذیری قابل ت   درصد کاهش رنگ   77/45پذیری مشابه و     درصد رنگ 
  .(p<0.01)زدائی شده وجود داشتهای مجدد و رنگ  داری بین برش  اختلاف معنی،ها  ماه نگهداری لام2-10زمانی 

رسـد   هـا و مارکرهـای دیگـر، بنظـر مـی      قبلـی روی بافـت   با توجه به نتایج مطالعه و مقایـسه آن بـا مطالعـات    : استنتاج
بـدیهی  . های رنگ زدائی شده در دو ماهه اول قابل انجـام و بعـد از آن کـارایی کمتـری دارد                  مجدد روی برش   آمیزی رنگ

هـای بـسیار کوچـک بیمـاران مبـتلا بـه        تواند در رابطه با استفاده از تکنیک ایمونو هیستو شیمی در نمونـه      است این مسئله می   
  .ار حائز اهمیت باشد بسیدر آنها نیست،سرطان ریه که امکان تهیه برش مجدد 

  
  ایمونوهیستوشیمی، رنگ زدائی،  p63 :های کلیدی هواژ

  

  مقدمه
  آمیزی مجدد ایمونوهیستوشیمی مطالعات اخیر، رنگ

  

  

p63سیتولوژی وزدائی شده پروستات های رنگ  روی برش    

  E-mail: farshad.naghshvar@yahoo.com                           مام خمینیساری، بلوار امیرمازندرانی، مرکز آموزشی درمانی ا -دکتر فرشاد نقش وار :مولف مسئول
    دانشگاه علوم پزشکی مازندران، دانشیار پاتولوژیمتخصص .1
  متخصص پاتولوژی دانشگاه علوم پزشکی مازندران. 2

  19/1/88:  یخ تصویب            تار25/2/87:           تاریخ ارجاع جهت اصلاحات 14/12/86: ریافت تاریخ د
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 برش های مجدد با برش های رنگ زدائی شده p63 شدت رنگ پذیری مارکر
 

2  1388فروردین و اردیبهشت  ، 69 ، شماره نوزدهم دوره                                                  مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                      

ــه  اســکواموس ســل ــاه اول پــس از را کارســینوم ری در م
 ارزشـمند   (H&E)توکـسلین و ائـوزین      اهمآمیـزی    رنگ

  .)3،2،1(ندا قلمداد کرده
P63  کیلودالتونی هومولوگ  63ای    پروتئین هسته  p53 

پلاسماسـل،  های بازال غدد پروستات،      است که در سلول   
خیم   خوش کوسی، تومورهای تلیال، غده مو   ملانوسیت، اپی 

ــروز مــی  ــستان ب ــوزه، تیروئیــد و پ ــدخیم ل ــد و ب  .)5،4(کن
ه همچنین این مارکر در اسکواموس سل کارسینوم ریه ب ـ        

 و در آدنوکارسـینوم ریـه در        درصد 64/94طور ثابت در    
 شود ولی در کارسینوم سـلول       درصد موارد مثبت می    79/1

ی روش روتــین شناســای. )7،6(شــود کوچــک مثبــت نمــی
باشـد کـه بـا        مـی  H&Eآمیـزی     رنـگ  ،تومورهای ریوی 

های ترانس برونکیال ریوی     توجه به کوچک بودن نمونه    
 از آنجـایی کـه در        نیـز  و میکرو فوکوس بـودن تومـور و       
باشـیم نیـاز بـه      مواجهـه   مواردی که با مـشکل تشخیـصی        

 همچنین به دلیل    و  است IHCهای اختصاصی یا     آمیزی رنگ
 نمونه بیمار در برخی شرایط به دلیلهای مجدد از آنکه برش

 در جهت رفع این مشکل و       ،پذیر نیست  اتمام بافت امکان  
 جلوگیری ازبیوپسی مجددکه اقدامی تهاجمی و پرمخـاطره       

هـای   آمیزی مجـدد روی بـرش      است در این مطالعه رنگ    
  .گرفت  مورد تحقیق قرارH&Eزدائی شده  رنگ

ــه  ــاران روی Hamedدر مطالعـ ــورد 71 و همکـ  مـ
 در یـک مـاه اول   ، p63 / AMACRبیوپسی پروستات با 

 نمونـه انجـام شـد کـاهش         10هـا کـه روی       نگهداری لام 
 نمونه  61پذیری قابل توجهی مشاهده نگردید و در         رنگ

 30( مـورد    p63 ، 18 مـاه بـرای      7-11در مدت نگهداری    
کـاهش  ) درصد 52( مورد   32پذیری،   عدم رنگ ) درصد
پذیری مشا بـه     رنگ) صد در 18( مورد   11پذیری و    رنگ

  در AMACRد و بـرای مـارکر       ش ـ گـزارش    p<0.0001با  
 و پذیری  درصد کاهش رنگ3 درصد منفی، 7همین مدت 

 و  8(. Epstein( (p<0.05)  شدت مشابه داشتند   درصد 90
Dardik    ماه با   18 نمونه پروستات در     105 پژوهشی روی 

ــالا     ــولی ب ــا وزن مولک ــیتوکراتین ب ــارکر س ــتفاده از م اس
)HMWK ( پذیری  موارد رنگ  درصد 59که   انجام دادند

 H&Eهــای   لامزدائــی پــس از رنــگ) optimal(مطلــوب 
 مـوارد   درصد 9  در مبهم بود، ها   نمونه  درصد 13داشتند،  

 .)9( رنگ نگرفتند   درصد 19داشت و   وجود  ریزش بافتی   
 و همکـاران بـا مـارکر        shtibansدر مطالعه دیگر توسـط      

p63تولوژی برنکوســـکوپیک هـــای ســـی   روی نمونـــه
  نمونه کارسینوم سلول اسـکواموس،     10زدایی شده از     رنگ

 نمونه مثبت شـدند و تمـام        4پذیری و     نمونه عدم رنگ   6
  ، کارسـینوم سـلول بـزرگ       ) مـورد  12(هـا    آدنوکارسینوم

  .)2(و آدنوکارسینوم متاستاتیک منفی شدند)  مورد4(
افت ریه ای روی ب  لذا با توجه به اینکه تاکنون مطالعه      

آمیزی مجدد روی     انجام نشده است، رنگ    p63با مارکر   
 هـدف   p63نمونه بیماران مبتلا به سرطان ریـه بـا مـارکر            

  .تحقیق قرار گرفت
  

  مواد و روش ها
نگر که در بیمارستان     در این مطالعه توصیفی گذشته    

 مورد لام و بلـوک      100 ،امام خمینی ساری انجام گرفت    
 1380-85های    سال در فاصله ریه  بیماران مبتلا به سرطان     

 پـس از کنتـرل      استخراج شد، از بایگانی بخش پاتولوژی     
تشخیص اولیه توسط دو پاتولوژیست، از هر بلوک بافتی         

طـور اولیـه    ه  هـا ب ـ   لاماز  یک سـری    . شددوسری لام تهیه    
 و سـری    آمیـزی ایمونوهیـستوشیمی     رنگ p63توسط مارکر   

آن دسـته از    . د شـدن  H&Eآمیزی روتین    ها رنگ  دوم لام 
  شده سری دوم که در سری اول      H&Eآمیزی های رنگ  لام

 بـه تعـداد   ،آمیزی مثبـت داشـتند   رنگ p63توسط مارکر  
 ندزدایـی شـد     ماه رنگ  10 تا   2مساوی در فواصل زمانی     

 پس از جـدا کـردن لامـل از          .) ماه 2در ابتدای شروع هر   (
لام توســـط محلـــول گزیلـــول، بـــا اســـتفاده از محلـــول 

 20 در متانل مطلق بـه مـدت         درصد 6پراکسید  هیدروژن  
ــارکر   ــا مــ ــاً بــ ــه و متعاقبــ آمیــــزی   رنــــگp63دقیقــ
بـا اسـتفاده    سپس شد،ایمونوهیستوشیمی روی آنها انجام   

 شـیئی و سـپس بـا        10عدسی با   NIKONاز میکروسکوپ   
ــا IHC هــای آمیــزی  شــیئی رنــگ40عدســی  ســری اول ب
 H&Eزدائـی شـده      های رنـگ    لام IHCهای   آمیزی رنگ
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      فرشاد نقش وار  و همکاران                هشی    پژو  
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 صورت نیمه کمـی، ه شدت رنگ پذیری ب   . دندشمقایسه  
هـای    و درصـد سـلول     ) ضـعیف، متوسـط و شـدید       ،منفی

-49 درصـد،    25صورت کمتر از    توموری رنگ گرفته به     
 در چـک     درصد 75 بیشتر از     و  درصد 50-75 درصد،   25

لازم بـه ذکـر     . )3،11،10(گردیـد های اطلاعاتی ثبـت      لیست
هــای بــازال غــددی  لســلو (اسـت کــه از نمونــه پروســتات 

 بـه عنـوان شـاهد مثبـت و          )پـذیر هـستند     رنـگ  p63برای
کارســینوم ســلول کوچــک ریــه بــه عنــوان شــاهد منفــی 

  .)12(استفاده شد
-Monoclonol mouse antiمـارکر مـورد اسـتفاده    

human p63 protein Code 4 A4 M7247 Dako و 
   DAB کرومـــــــــــوژن مـــــــــــورد اســـــــــــتفاده  

(Diaminobenzidine tetra hydrochloride)8( بود(.  
 افـزار  جهت تجزیه و تحلیل اطلاعات با استفاده از نرم        

spss   ،هـا   گرفت و یافته   آنالیز توصیفی قرار   ها مورد  داده
صورت جداول ارائه گردیده است در آنالیز تحلیلی از       ه  ب

دار در   معنـی p<0.05تست کای دو استفاده شد و مقادیر    
  .نظر گرفته شدند

  

  یافته ها
 مورد با اتمام بافت مواجه      3 نمونه تومور ریه،     100از  

) Recut(آمیزی بـرش مجـدد        مورد در رنگ   23شدیم و   
  مورد از مطالعه خارج    26پذیری داشتیم که این      عدم رنگ 

م سلول اسکواموس    نمونه کارسینو  66 مورد از    63. شدند
 لیکن هیچ یک از مـوارد     )  درصد 93/93(ریه رنگ گرفتند    

چـک و آدنوکـار سـینوم ریـه رنـگ         کارسینوم سلول کو  
پذیری  انواع تومورها همراه با تعداد موارد رنگ      . نگرفتند

  . آورده شده است1در جدول شماره 
ــسه شــدت رنــگ  ــرش مقای ــذیری ب هــای مجــدد و  پ

  ماه در جدول   2کمتر از  زدائی شده در مدت نگهداری     رنگ
 پذیری  درصد رنگ  34/53حدود  .  ذکر شده است   2شماره  

ــشابه و ــگ   درصــد66/46 م ــدت رن ــاهش ش ــذیری  ک پ
  .مختصر داشتند و هیچ مورد منفی مشاهده نشد

بررسی انواع کانـسر ریـه از نظـر رنـگ پـذیری بـا                 :1جدول شماره   
  p63مارکر 

  تعداد  نوع کانسر
  موارد

  رنگ پذیر
  موارد عدم
  رنگ پذیر

  3  63  66  کارسینوم سلول اسکواموس 
  11  0  11  کارسینوم سلول کوچک 

  7  0  7  ینوما آدنوکارس
  1  2  3  کارسینوم سلول بزرگ 

  1  0  1  فیبروسارکوما 
  0  1  1  آدنوئید سیستیک کارسینوما 

  0  1  1  لنفوم هوچکین 
  0  1  1  کارسینوم سلول روشن متاستاتیک 

  1  3  4  موافق با کارسینوم سلول اسکواموس
  2  3  5  درگیری کارسینوماتوز

  26  74  100  مجموع

  

سه شدت رنگ پذیری برشهای مجدد و رنگ        مقای  :2جدول شماره   
 ماهـه اول نگهـداری   2 به تفکیک نـوع تومـور در        H&Eزدائی شده   

   .H&Eلام های 
  رنگ زدایی شد  برش مجدد

  درصد بروز  تشخیص
  مارکر

  برش 
  مجدد

  درصد بروز
   مارکر

  رنگ زدایی
  شده

  قوی  100  قوی  100  کارسینوم سلول اسکواموس
  قوی  90  قوی  100  کارسینوم سلول اسکواموس
  ضعیف  20 ضعیف  30  کارسینوم سلول اسکواموس
  متوسط  100  قوی  100  کارسینوم سلول اسکواموس
  متوسط  60  قوی  70  کارسینوم سلول اسکواموس
  متوسط  15  متوسط  40  کارسینوم سلول اسکواموس

  ضعیف  15  ضعیف  30  لنفوم هوچکین
  ضعیف  20  متوسط  55  کارسینوم سلول بزرگ

  قوی  100  قوی  100 سلول اسکواموسکارسینوم 
  قوی  80  قوی  100  کارسینوم سلول اسکواموس

  قوی  100  قوی  100   سلول اسکواموسموافق باکارسینوم
  متوسط  70  قوی  70  درگیری کارسینوماتوز

 ضعیف  15  متوسط  20 کارسینوم سلول اسکواموس
  متوسط  95  قوی  100  کارسینوم سلول اسکواموس

  متوسط  80  قوی  100  موسکارسینوم سلول اسکوا

  
  

 ماه نگهداری شـده   2-10هایی که در مدت      برای لام 
 27پذیری مشابه و     رنگ) درصد 98/38(  مورد 23 ،بودند
  مـورد  9کـاهش رنـگ پـذیری و        )درصـد  77/45( مورد

  .منفی شدند) درصد 25/15(
 ماه نگهداری شده    2هایی که بیشتر از      مشخصات لام 

 آورده  3بودند به تفکیک هـر دو مـاه در جـدول شـماره              
شـود کـه هرچـه بـر مـدت            چنین استنباط مـی    .شده است 
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زدائـی مجـدد     ها افزوده شود و سپس رنگ      نگهداری لام 
  .گردد پذیری بیشتر می شود میزان کاهش رنگ

  
هـای مجـدد    ش بـر  p63مقایسه شدت رنگ پذیری       :3جدول شماره   

)recut (     و رنگ زدائی شده)destained (  ای ه برحسب نگهداری لام
H&E ماهه2 به تفکیک   

  تعداد  منفی  ضعیف   شدید-متوسط  نوع برش
 مدت

  نگهداری لامها
  -  2  13 برش مجدد

  -  4  11  رنگ زدایی شده
   ماه2  15

  -  2  13 برش مجدد
  -  4  11  رنگ زدایی شده

   ماه4  15

  -  3  12 برش مجدد
  1  5  9  رنگ زدایی شده

   ماه6  15

  -  3  12 برش مجدد
  3  8  4  رنگ زدایی شده

   ماه 8  15

  -  3  11 برش مجدد
  5  7  2  رنگ زدایی شده

   ماه 10  14

  

  
  

 ریه با رنگ پذیری متوسط تا شدید بـا مـارکر            SCC : 1شکل شماره   
p63در برش مجدد   

  

  
  

 در بـرش    P63گ پـذیری     بـا عـدم رن ـ     Bهمان نمونه    : 2شکل شماره   
   ماه8 به مدت H&E پس از نگهداری لام H&Eرنگ زدائی شده 

  
  

   در برش مجددP63 ریه با رنگ پذیری شدید SCC : 3شکل شماره 

  

  
  

 p63 با رنگ پذیری متوسط تـا شـدید          Eهمان نمونه    : 4شکل شماره   
 بـه   H&E پـس از نگهـداری لام        H&Eدر برش رنـگ زدائـی شـده         

   ماه8مدت 

  

  
  

 ریه با رنگ پذیری شـدید در بـرش مجـدد بـا              SCC  :5شکل شماره   
  P63مارکر 
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      فرشاد نقش وار  و همکاران                هشی    پژو  
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 در بـرش  P63 با رنگ پذیری متوسـط  Cهمان نمونه   :6شکل شماره   
   ماه4 به مدت H&E پس از نگهداری لام H&Eرنگ زدائی شده 

  

  
  

 ریه با رنگ پذیری متوسط در بـرش مجـدد بـا     SCC  :7شکل شماره   
  p63مارکر 

  

  
  

 در برش P63 با عدم رنگ پذیری Dهمان نمونه   :8 شماره شکل
  . ماه 6 به مدت H&E پس از نگهداری لام H&Eرنگ زدائی شده 

  
   نمونه(که درنمونه شاهدکنترل مثبت  ذکراست لازم به

  

 های مجدد روی برش p63پذیری مارکر رنگ) پروستات
)recut (پذیری  به خوبی صورت گرفته و شدت رنگ

 H&Eزدائی لام  بی داشت ولی درهنگام رنگکیفیت مطلو
 اما در  بودیم،مواجه با مشکل ریزش بافت ،نمونه پروستات

  .های ریوی مشکل ریزش بافت نداشتیم نمونه
  

  بحث
شـود کـه اولاً      با بررسی نتـایج مطالعـه مـشخص مـی         

زدائی  های رنگ   در برش  P63پذیری مارکر    شدت رنگ 
  بـه خـصوص    H&Eی  ها های اول نگهداری لام    شده در ماه  

 کاهش مختصری داشت که این موضـوع بـا          ماهه اول  2 در
 مطابقـت   AMACR و   p63 با مارکر    Hameedتحقیقات  

 افزوده  H&Eهای   دارد ولی هرچه بر مدت نگهداری لام      
 مـاه میـزان کـاهش شـدت         6-10خصوص بـرای    ه  شود ب 
هــای   در بــرشp63پــذیری  پــذیری و عــدم رنــگ رنــگ

ایـن مـسئله نیـز بـا تحقیقـات          شـود کـه      مجدد افزوده مـی   
Hameed   ــن ــالاً ای ــه احتم ــت دارد ک ــاران مطابق  و همک

پـذیری بـه طـول مـدت نگهـداری           کاهش شـدت رنـگ    
 AMACRباشد ولی بـا مـارکر         مربوط می  H&Eهای   لام

مطابقت ندارد که احتمالا به دلیل تفاوت در نـوع مـارکر            
گرفـت کـه    شـاید بتـوان نتیجـه       . )8(باشـد  استفاده شده می  

 هــای  روی بــرشP63آمیــزی مجــدد بــا مــارکر     رنــگ
خصوص برای تومـور    ه  زدائی شده برای بافت ریه ب      رنگ
SCC   ــت ــروز ثاب ــه ب ــه ب ــا توج  در p63  درصــد64/94 ب

 ماهه اول نگهـداری  2 برای   ،کارسینوم سلول اسکواموس  
کـه   باتوجـه بـه ایـن    (.کارآیی لازم را داشته باشد،   H&E لام

 IHCآمیزی   اصی مثل رنگ  اختص اکثریت اقدامات تشخیصی  
ولی با نگهداری   ) یابد ضرورت می در همین مدت زمانی     

 خـصوص در   ماه به2-10 برایH&Eهای طولانی مدت لام 
  .)p<0.01( ماه کارایی لازم را نداشته باشد6-10مدت 

 در تومـور    p63با توجه به میزان مثبت شـدن مـارکر          
کارسینوم سـلول اسـکواموس ریـه و منفـی شـدن آن در              

رسینوم سلول کوچک کـه بـا آمـار موجـود مطابقـت             کا
در افتـراق بـین ایـن دو        را  ، توانایی ایـن مـارکر       )7،6(دارد

  .)7(نماید تومور را تأیید می
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مطلوب است درمطالعات بعدی، مارکرهای دیگری      

 مقایــسه شــود و p63روی بافــت ریــه انجــام و بــا مــارکر 
ن  بــیslide-by-slideصــورت ه ای بــ همچنــین در مطالعــه

  های ریه و پروستات علت عـدم ریـزش بافـت در             بیوپسی
  

  .دشوهای ریوی مشخص  نمونه
  
  

  سپاسگزاری
این تحقیق با حمایت مـالی دانـشگاه علـوم پزشـکی            
 مازندران انجام گرفته است لذا بدین طریق مراتب سـپاس و          

 .دارم قدردانی از دست اندرکاران این دانشگاه را اعلام می        
 مختار محمدیاندکتر ن نامه دستیاری   این تحقیق حاصل پایا   

روشن دستیار پاتولوژی دانـشکده پزشـکی دانـشگاه علـوم        
   .باشد پزشکی مازندران می
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