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چکیده 
بیش از 90  درصد ضایعات سرویکس بعلت ویروس پاپیلومای انسانی (HPV) اســت ولـی اطلاعـات 
کمی در ارتباط بانقش ژنوم ویروس و شناسایی ســریع انـواع متفـاوت آن در دسـت مـی باشـد. در ایـن 

ـــــی                                تحقیـــق تنـــوع تیـــپ هـــای ویـــروس HPV بـــا اســـتفاده از روش هیبریدیزاســـیون ملکول
Insitu Hybridization (ISH) تعییــن گردیــده اســت. از ضایعــات ســرویکس 60 بیمــار مبتــلا بــــه 

ــارافینی مـورد مطالعـه پـاتولوژی قـرار  کانسرسرویکس بیوپسی تهیه و در فرمالین 10% ثابت و مقاطع پ
گرفــت. تکنیــک ISH (Insitu Hybridization) بــا مــواد و پروبهــای نشــاندار شــده بــا بیوتیـــن                    

ــایی  (biotinylated probes) انجام گردید. حضور ژنوم ویروس HPV و تیپهای مختلف آن مورد شناس

و تعیین شد. 42 مورد از 60 نمونه مورد مطالعه (70%) از نظر آلودگی با HPV مثبت بود و از 18 مــورد 
(30%) ژنوم ویروس جــدا نگردیـد. تیـپ هـای ویـروس HPV در سـه گـروه :6/11 ، 16/18 و 31/33/51 
مورد مطالعه قرار گرفت که 13 نمونه (21/66%) نسبت به گروه 6/11  و تعداد 14 مورد (23/33%) نســبت 
ـــار (25%) نســبت بــه گــروه 31/33/51 واکنــش مثبــت بــا روش  بـه گـروه 16/18 و در نـزد 15 بیم
ــایی ژنـوم  هیبریدیزاسیون ملکولی مشاهده گردید. این یافته ها نشان می دهد، مطالعات ملکولی در شناس
 HPV امکان پذیر بوده و از سرطان های دهانه رحم بانوان ایرانی انـواع مختلـف ویـروس HPV ویروس

به فراوانی جدا می گردد. 
 
 
 
 

گل واژگان: ویروس پاپیلومای انسانی، هیبریدیزاسیون مولکولی، سرطان دهانه رحم، پاتولوژی  
آدرس مکاتبه: تهران دانشگاه شاهد دانشکده پزشکی صندوق پستی 14155-7435 
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مقدمه 
ــی و  تیپ های مختلفی از ویروس HPV 1باعث آلودگ
بروز بیماریهای مقاربتی میگردد. (5و1). تنــوع ضایعـات 
ایـن ویـروس زیـاد اسـت و از زگیلهـای خـوش خیـــم 
پوستی که خود محدود شونده2 بوده و اغلب روی دست 
ــهاجمی  و پـا ظـاهر مـی شـوند تـا ضایعـات بدخیـم و ت
بصورت سرطان کشنده دهانه رحم (ســرویکس) تظـاهر 
ــا  مینماید (8 و7 و5 و3). سرطان سرویکس در تمام دنی

شـایع بـوده و دومیـن سـرطان مـرگآور نـزد خانمـــها         
می باشد. شــیوع آلـودگـی در جوامـع مختلـف متفـاوت 
ــا %46  است. در خانمهای جوان اروپایی میزان آلودگی ت
ـــا آکومیناتــا  گـزارش شـده اسـت (13و6و2). کوندیلوم
(زگیل آنوژنیتال) از شایعترین بیماریهای ویروس اســت 
که از طریــق تمـاس جنسـی (STD ) 3منتقـل مـی گـردد 
ــاد اسـت و  (7و4). گسترش جهانی سرطان سرویکس زی
در دنیا سالیانه حدود 440/000 بیمــار جدیـد از طریـق 
ــــود  WHO و CDC شناســـایی وگـــزارش مـــی ش

(13و10و6). ارتبـاط مسـتقیم سـرطان دهانـــه رحــم و 
ــی  آلودگی با ویروس HPV ثابت شده می باشد و بخش
از ژنــوم ویـــروس (پروتئیـــن هـــای E1-7) عـــامل 
ــــی، تغیـــیرات  ترانســفورمه شــدن ســلولهای بدخیم
کروموزومی در ســلولهای اپیتلیـال سـرویکس و بـروز 

سرطان رحم هستند (6و4). 
ــکال بدخیـم مـانند:  سرطان ممکن است به یکی از اش
CIN 4 و یا SCC 5 ظاهر شود ( 13و7) . تا کنون بیــش 

از 80 نوع ژنوتیپ ویروس HPV شناسایی شــده اسـت 
ولــــــــــی عمدتــــــــــاً تیــــــــــپ هــــــــــــای: 
ـــات  56و51و45و35و33و18و16و11و6 موجــب ضایع
سـرطانی مـی شـوند کـه معمـولاً پـس از دورۀ کمـــون 
                                                          
1- Human Papilloma Virus
2- Self limiting
3- Sexual Transmited Disease  

آلودگی 4-1 سال حدود 16% ضایعات بطرف بدخیمی با 
درجات بالا سیر می کند (7و6و4) . 

 
مواد و روشها  

از 60 بیمار مبتلا به سرطان سرویکس (نئوپلاســتیک 
ــام  و کارسینوما) در بخش انکولوژی زنان بیمارستان ام
خمینی تهران بیوپسی از دهانه رحم تهیه گردید. میانگین 
ــوپسـی بـافتی فیکـس  سنی بیماران 22±41 سال بود. بی
شده با فرمالین و پارافین اندود گردیــده و پـس از تهیـه 
مقاطع روی اسلاید مورد مطالعه پاتولوژی قــرار گرفـت. 
پـس از تـائید بدخیمـی ناحیـه ســـرویکس آزمایشــهای 
ــرکت  هیبریدیزاسیون ملکولی (ISH) 6با موادی که از ش
ENZO تهیه گردیــده بـود7 انجـام شـد. خلاصـه روش 

آزمایش هیبریدیزاســیون بدیـن شـرح اسـت کـه مقـاطع 
بافتی به قطر 6-4 میکرون از بیوپسی پاتولوژی تهیــه و 
ــانتیگراد  به مدت 18-2 ساعت در دمای 80-60 درجه س
ــر حـذف پـارافین  قرار میگرفت، از اسلایدهای فوق الذک
ــا مـواد گزیلـول و اتـانول بـا درجـات  توسط 8 مرحله ب

                   37° C مختلف انجام مــی شـد. پـس از انکوباسـیون در
ـــدداً  (15 دقیقـه) آنزیـم پروتئینـازK را تـاثیر داده و مج
ــورت میگرفـت.  انکوباسیون و مراحل آبگیری با الکل ص
 DNA ـــاثیر دادن پــروب هــای اختصــاصی پـس از ت
ــه در دمـای  ویروس HPV ، نمونه ها به مدت10-8 دقیق
3±95 قـرار داده و سـپس در بـافر شستشـو گذاشــته و 
0/5 میلی لیتر از مــاده تعییـن کننـده مخصـوص بـه هـر 
ــه مـی گشـت، پـس از شستشـو و افـزودن  اسلاید اضاف
ــــلایدها  سوبســتراو مــاده AEG و انکوباســیون، اس
شستشو، خشک و مورد مطالعه قرار میگرفت. مجموعه 
ــهایت اسـلایدها  آزمایش در 21 مرحله می باشد که در ن
                                                          
4- Cervical Intraepithelial Neoplasia
5- Squamous Cell Carcinoma
6- Insitu Hybridization
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با میکروسکوپ نوری بررسی می گردد. نشــاندار شـدن 
ـــورت     سـلول هـای آلـوده بـه ویـروس و ژنـوم آن بص

خوشه ای و با رنگ قرمز درخشان بعنوان واکنش مثبت 
ظاهر می شوند. در کلیه مراحل اســلاید کنـترل مثبـت و 
منفی نیز بعنوان شاهد وجود دارد. (بطور مثــال اسـلاید 
کنترل مثبت از سلول های Caski آلوده به ویروس 16- 

HPV تهیه گردیده بود). 

 
نتایج 

انجام آزمایشهای هیبریداسیون نشان داد که انــدازه 
اـً  نمونه ها می بایست حداقل µg 200 از تومور و ترجیح
سلول های نئوپلاستیک ، آدنوکارســینوم و اسـکوآموس 
ــهها  بـهتر اسـت  از  سل کارسینوما (SCC) باشند. نمون

ــرویکس و شـامل سـلولهای اپیتلیـال تهیـه  ناحیه آندوس
گردد. 

بدنبـال انجـام آزمایشـهای سـیتولوژی و پــاتولوژی 
تشخیصی جهت 60 نفر از خانمــهای مبتـلا بـه سـرطان 
دهانه رحم آزمایش ISH نیز صورت گرفت. پروب هـای 
ــتفاده درگروهـهای اول تـا سـوم دسـته بنـدی  مورد اس
 (HPV 6/11) شدند. مــواردی کـه نسـبت بـه گـروه اول
ــداد  پاسخ مثبت نشان دادند، 13 نمونه (21/66%) بود، تع

ــــروب هـــای  گـــروه دوم             14 نمونــه (23/33%) بــا پ
(HPV 16/18) واکنــش دادنــد و 15 مــــورد (25%) از 

بیـــوپســـی هـــای حـــاوی ژنـــوم گـــروه ســـــوم                  
ـــذا در مجمــوع 42 نمونــه  (HPV 31/33/51) بودنـد. ل
(70%) مثبت و 18 مورد (30 %)  فاقد ژنوم های هفتگانه 

فوق از ویروس HPV گزارش گردید جدول (1و2).  
 

 ISH مثبت با روش HPV جدول شماره 1 : نتایج بررسی پاتولوژی و میزان
 
 
 
 
 
 

جدول شماره 2 : میزان حضور تیپ های ویروس HPV در بیوپسی سرطان سرویکس 

  
بحث 

با توجه به شیوع فراوان ویروس HPV در جامعــه 
ــالم و بیمـار و امکـان بـروز بدخیمـی و عواقـب  افراد س

خطرناک بدنبال فعالیت ژنوم آن در بدن و نظر باینکه  

ــی تواننـد  آزمایشهای سیتولوژی و پاتولوژی بتنهایی نم
پاسـخگویی وضعیـت آلـودگـی ویـروس و پیـش آگــهی 
ــک ISH بـا  بیماریهای مربوطه باشند لذا استفاده از تکنی
استفاده از پروب های اختصاصی توصیه مـی شـود. بـا 

انواع ویروس 
ضایعه 

 6/11
 + /  -

 16/18
 + / -

 31/33/51
 + / -

جمع 
 + / -

 SCC 8 / 2 7 / 3 7 / 3 22 / 8
 CIN 2 / 4 5 / 1 4 / 2 11 / 7

 Dys-meta 3 / 0 1 / 2 4 / 2 9 / 3
18 / 42   7 / 15  5 / 14 6 / 3 جمع 
(30-70) (25) (33 / 23) (66 / 21) درصد 

HPV مثبت -    درصد تعداد نمونه تشخیص پاتولوژی 
 SCC 30  -   22  (36/66)
 CIN 18 -  11 (18/33)

 Dys-meta 12 -    9  (15)  
  (70) 42   - 60 جمع 
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ــیزان شـیوع و انـواع   بهره گیری از این روش می توان م
ــا  متفاوت ویروس را شناسایی نمود زیرا در این روش ب
ـــروس در  وجـود فقـط 25-20 کپـی از ژنـوم DNA وی

سلول بافتی قابلیت ردیابی و تشخیص وجود دارد. 
در این تحقیق نشان داده شد کـه آلـودگـی ویـروس 
HPV در نمونـه هـای سـرطان سـرویکس زیـاد اســـت 

(حدود 70%) و بیشترین درصد حضــور ژنـوم ویـروس 
در ضایعات  SCC (73/33%) دیده میشود (جدول 2) . 

در سرطان سرویکس متاپلازی سلول هــای اپتلیـوم 
ایجاد می شود و خطر انتقال و آلودگی در جامعه وجود 
دارد. عفونتهای مخفی تقریباً در نزد 10%  از افراد دارای 
فعالیت جنسی دیده میشود، آلودگی بیشــتر بسـتگی بـه 
ــاری و  عواملـی مـانند سـن ازدواج، سـطح فرهنگـی، رفت
فعالیت جنسی غیر طبیعی ، مصــرف دخانیـات ، عفونـت 
ــیره دارد. بررسـی بـا روش ISH ایـن  ناحیه ژنیتال و غ
امکان را ایجاد می کند که بیش از 90% از موارد آلودگـی 
شناسایی شود. در روش قدیمــی آزمـایش پـاپ اسـمیر، 
ــالا وجـود  امکان بروز پاسخ های منفی کاذب به میزان ب

  Bethesda system,Thin prep دارد، اخیراً روشهای
وPCR نیز پیشنهاد گردیده است. 

ــتفاده از روش حسـاس ISH در    نتیجه کلی اینکه اس
تشـخیص سـرطان سـرویکس و تعییـن حضـور ژنـــوم 
ویروس HPV مفید بوده و بعلاوه اینکــه بـا ایـن تکنیـک 
ــراد بیمـار و حتـی  میتوان انواع مختلف ویروس را در اف
بظاهر سالم نیز شناسایی نموده و بــهره گرفتـن از ایـن 
 HPV سیستم میتواند به مطالعات اپیدمیولوژی ویروس

درجامعه کمک بزرگی بنماید. 
 

تقدیر و تشکر   
  این تحقیق با هزینه و امکانات دانشگاه شــاهد انجـام 
گردیده است لذا از معــاونت پژوهشـی، محققیـن محـترم 
همکار ومسئولین گرامی در پژوهشکده ابــن سـینا کمـال 

تشکر را داریم. 
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