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 12/9/97پذیرش مقاله:             1/8/97 دریافت مقاله: 

 نیـیتع مطالعـه نیـخطر کسب سرطان دهانه رحم هستند. هدف از ا در 18و  16 پیت ژهیو به یانسان روسیو يلومایزنان آلوده به پاپ مقدمه:
 .باشدیم Multiplex-PCRدر زنان با سرطان دهانه رحم با استفاده از روش  18و  16 پیت یانسان يلومایپاپ یفراوان

بـا  PCRاج و اسـتخر ناکلونیسـ تیبا استفاده از ک یروسیو DNAخون،  يهانمونه يآورپس از جمع ،یلعه تجربمطا نیدر اها: مواد و روش
 شد. لیتحل و هتجزی ٪1 با الکتروفورز ژل آگارز PCRانجام شد. محصولات  HPV-18و  HPV-16 پیژنوتا ییشناسا يبرا یاختصاص يمرهایپرا

و  HPV-16 پیـژنوت ینشـان داد کـه فراوانـ جیآلوده بودند. نتـا HPVمورد با عفونت  19مطالعه تعداد نمونه تحت  60 یتمام انیاز مها: یافته
HPV-18 بود موارد) ٪ 9/57( 11 و) ٪1/42( 8 بیبه ترت. 

 قیـروش مناسـب و دق کی HPV-18و  HPV-16 ییشناسا يبرا یاختصاص يمرهایبا پرا PCRمطالعه نشان داد که  نیا: گیريبحث و نتیجه
 .باشدیو سرطان دهانه رحم م HPV نیدهنده ارتباط بمطالعه نشان نیا جیاست. نتا

 .Multiplex -PCR ،یانسان يلومایپاپ روسیسرطان دهانه رحم، وهاي کلیدي: واژه
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 مقدمه
در اثـر  ریـم و علـت مـرگ نیسرطان دهانه رحـم دومـ

از هـر  شیبـسـرطان  نی). ا1( باشدیزنان م نیسرطان در ب

 صیتشـخ ري،گیـشیاثـرات پـ گري،ید میبدخسرطان نوع 

ناشی  ریم و مرگ زانیموقع بر کاهش م زودرس و درمان به

و پـاتوژنز دهانـه رحـم  ولوژيی). ات2(می باشد مشهود از آن 

کـه منجـر بـه  اسـت یکیو ژنت یطیشامل عوامل متعدد مح

و  نریتـ. مهـمشـودیم یالتلیاپی هايسلول ونیترانسفرماس

 روسیـسـرطان، و نیا جادیا یطیعلل مح نتریشده شناخته

ــايیپاپ ــان لوم ــدی) مHPV( یانس ــال باش ــه در س  1970ک

بـروز سـرطان دهانـه رحـم  یعنوان عامـل اصـل به لاديیم

از  یکوچک گروه) PVs( هاروسیلوماوی). پاپ3( دیگرد یمعرف

 نایـ. هستند ايدو رشته DNAبدون پوشش با  هايروسیو

 یرا در نــواح یسنگفرشــ الیــتلیاپ هــايســلول هــاروسیو

ــوده م ــف آل ــدیمختل ــروس ). از4( کنن ــر وی ــی،نظ  شناس

فاقد پوشـش) بـا (برهنه  يهاروسوی گروه به پاپیلوماویروس

ــید  ــت و داراي  20کپس ــق اس ــی متعل ــه و  8وجه ژن اولی

ــی و  ــاختمانی  2تنظیم ــا ب 2Lو  1Lژن س ــید ب ــکپس  انی

 E6 هـايژن تنظیمـی، ژن 8 میان از). 5(باشند تأخیري می

توانــایی ویــروس در تبــدیل ضــایعه بــه کارســینوماي E7و 

. بنابراین اولین قـدم ضـروري دینمایرا مشخص م کسسروی

در نمونـه دهانـه رحـم و سـایر  روسیـدر تشخیص حضور و

ویـروس  DNAبیمار، جداسـازي  از آمدهدست به  هاينمونه

 روسیـو نیـاز ا گروه ریز 80). تاکنون در حدود 6( باشدمی

سـرطان دهانـه  جـادینـوع آنهـا در ا 20اند که شده شناخته

نظـر  بـه دو تیـپ از هـاروسی). این و7هستند ( ریرحم درگ

ي هـاپتی شـوند،سرطان تقسیم مـی جادیتوانایی بالقوه در ا

High-risk و Low-risk .ـــر ـــاروسیو اکث ـــاي  يه پاپیلوم

-Highآنوژنیتـال از انـواع  یرحـم و نـواح ۀکننده دهانآلوده

risk رحــمۀبــه ســرطان دهانــ شــدنلیبــوده و توانــایی تبد 

آنوژنیتـال  يهاعفونت ).8را دارند ( )کسی(کارسینوماي سرو

رحم  ۀبه فرم زگیل، کندیلوما آکومیناتا، ضایعات مخاط دهان

)CINو اپیـدمیولوژیک مطالعـات لیکن). 9( شودی) ظاهر م 

ــــو ــــدلی نشــــان دادهمولک ــــه ان ــــا ک ــــپ  15 تنه تی

)16،18،31،33،35،39،45،51،52،56،58،59،68،73،8 (

 باشـندیزا مپرخطر معروف هستند، سـرطان يهاپتی به که

 سـبب عوامـل عنـوان به خطر،پر HPVانواع  انی). در م10(

  و HPV-16سـرطان گـردن رحـم، عفونـت  يبـرا شناختی

18-HPV از بار سرطان دهانـه %70حدود  یصورت جمعبه 

مناطق جهـان، تـا  گریبا د سهی. در مقاشودیرحم را شامل م

سرطان گردن رحم در زنان، از نـوع خـاص  عاتیاز ضا 90%

16-HPV 16در بررسی هاي جهانی  ). 11( باشدیم-HPV 

را در اي نقش عمـده  خطر،پر HPVانواع  گریبا د سهیدر مقا

احتمـال وجـود دارد کـه  نیـ). ا12( دهـدیعفونت نشان م

ژنـوم  یکیزیو حالت ف یروسیو هايیمانند تعداد کپ یلعوام

 شـرفتیو پ روسیمهم در تداوم و ینیبال هايامدیپ یروسیو

کشـت  یی). فقدان توانا13سرطان گردن رحم داشته باشد (

 نیــا هیــاول ییســبب شــده کــه شناســا هــا،روسیلومــاویپاپ

 نیبهتـر یمولکـول ياهروش نیمشکل شود. بنابرا هاروسیو

 هیـبـر پا هـاییروش ها،روش نیا انیو در م باشندیم نهیگز

پرکـاربردتر  ،سهولت انجام لیبه دل PCRبا  ونیکاسفییآمپل

 یفراوانـــ نیـــیتع رو،شیهســـتند. هـــدف از مطالعـــه پـــ

به سـرطان  در زنان مبتلا 18و  16 پیت يهاروسیلوماویپاپ

 .باشدیم Multiplex-PCRرحم به روش  دهانه

 هامواد و روش
است که از  یمقطع-یفیمطالعه توص کیه حاضر مطالع

 1396خـرداد سـال  يتا انتهـا 1395مهرماه سال  يابتدا

صـورت کـاملاً  به خون نمونه 60مطالعه  نیدر اانجام شد. 

مراجهه کننده  به سرطان دهانه رحم از زنان مبتلا یتصادف

 اریمع .اخذ گردیدالبرز  ی بخش اضیف دیشه مارستانیب به

ــراد ــه برر ورود اف ــه مطالع ــب ــا یس ــ يه ــت شناس  یباف

نظـر  ریـوجود سرطان دهانـه رحـم ز دیی) و تاکی(پاتولوژ

بـا  DNAبـود. اسـتخراج  مـانیپزشک متخصص زنان و زا

انجام شـد. پـس  ناکلونیشرکت س يتجار تیاستفاده از ک
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ــا BLASTاز  ، NCBI تیشــده در ســاانتخاب يآغازگره

 تـریل کـرویم 25 ییبه حجم نها Multiplex-PCRواکنش 

کلون،  نای(س PCR master mix 5X تریل کرویم 5/5شامل 

ــا ، Taq DNA polymerase (0.05 U/µl) ي) حــاورانی

MgCl2 3 mM و (dNTPs (0.4mM ،(از  تـریل کرویم کی

 کـرویم 1 کرومـولار،یم 8/0به غلظـت  مرهایاز پرا کیهر 

آب دو  تریل کرویم 5/10نانوگرم) و  10الگو ( DNAاز  تریل

 انــــتیبــــا اســــتفاده از گراد لیاســــتر ریــــتقط بــــار

صـورت  بـه کلیسـ 34 ي(اپندورف، آلمان) براکلریترموسا

صـورت ذیـل  انجام گرفت؛ با انتخاب برنامه مرتبط بـه ریز

 گرادیدرجه سانت 94 هیعمل گردید: گام اول واسرشت ثانو

 ه،یـثان 30 يدرجه برا 56گام دوم اتصال آغازگر  ه،یثان 50

و  قـهیدق 2 يبرا گرادیانتدرجه س 72 هیاولگام سوم بسط 

در نظـر گرفتـه  قهیدق 10 يدرجه برا 72 ییبسط نها کی

در ژل آگـارز  M-PCRمحصـولات واکـنش  ان،یشد. در پا

 . دی) الکتروفورز گردµg/ml 0.5( دیبروما ومیدیات يحاو 1%
 مطالعه نیشده در ا استفاده يمریپرا يهایتوال .1جدول 

 روسیو پیت  5`-3`توالی  )bp( طول باند رفرنس

)10( 2017 
AAGGCCAACTAAATGTCAC F 

HPV-16 
CTGCTTTTATACAACCGG R 

 100 
ACCTTAATGAAAAACCACGA F 

HPV-18 
CGTCGTTTAGAGTCGTTCCTG R 

 

 هایافته

ــا ــا جینت ــرا نی ــه اج ــان داد ک ــه نش ــدیفرآ يمطالع  ن

Multiplex-PCR ییشناسا يبرا DNA روسیـو HPV  در

 تحت مطالعه مارانیب یسن نیانگیها مناسب است. ممونهن

سـال قـرار  56تا  18 سنی محدوده در و سال 4/26 ±0/3

نمونه  19تعداد  ،ینمونه تحت بررس 60داشتند. از مجموع 

مثبت بـود. کـه  لومایپاپ روسیو ژنوم) ازنظر وجود %31/6(

) %8/57نمونه ( 11و  16 پتای به مربوط) ٪1/42( نمونه 8

تحـت  يهااز نمونـه کدام چیبودند. در ه HPV-18نوع  از

 ییزمـان شناسـاطـور هم به روسیو پیمطالعه هر دو ژنوت

 نشدند.   

 
با استفاده از آغازگر  PCRتصویر ژل الکتروفورز محصول  .1شکل 

 يهاهیآب مقطر، کنترل مثبت؛ سو ؛یاختصاصی. کنترل منف
 .100bpمارکز،  زیسا DNAکنترل مثبت، 

 گیرينتیجهث و بح
گرفته  بر اساس مطالعات مورد شاهدي که تاکنون انجام

عنوان عامل اصلی توسعه نئوپلازي و  به HPVعفونت با 

است و  شده ییناحیه تناسلی شناسا الیتلیبدخیمی در اپ

پرخطر این  يهاپیزمانی که عفونت پایدار با ت ژهیو به

 ر خواهد بودویروس صورت گرفته باشد این مسئله بارزت

نظر توانایی بالقوه در  به دو تیپ از هاروسیو ن). ای12(

 High-risk يهاپی: تشوندیم يبندمیسرطان تقس جادیا

هستند،  11و 6انواع  HPVتیپ  نیتر. معمولLow-riskو 

 ).13( باشدینیز معمول م 18و  16اما عفونت با تیپ 

آمده از  دست نمونه خون به 60رو، از  شیمطالعه پ در

) %6/31نمونـه ( 19بـه سـرطان دهانـه رحـم،  زنان مبتلا

و  16 پیـت پیژنوت یمثبت بودند. فراوان HPVازنظر وجود 

. بـود مـوارد) ٪9/57( 11 و) ٪1/42( 8برابر  بیبه ترت 18

 مـاریب 252 بـا بررسـی  در هندوستان و همکاران هیداوي

  HPVاز  ینمونــه مثبتــمبــتلا بــه ســرطان دهانــه رحــم 

از  زیـو همکـاران ن پیتـر ن،ی). همچن14نکردند ( ییناساش

 چیه يفرانسو مارانیدر ب کسینمونه سرطان آندوسرو 50

و  يمــراد). 15را مشــاهده نکردنــد ( HPVاز  DNAنمونــه

 روسیلومـاویپاپ يولوژیدمیـاپ مولکولار یه بررسبهمکاران 

) در HPV-18و  HPV-16خطــر آن ( و انــواع پــر ینانســا

رحــم در اســتان گلســتان پرداختنــد. در  یبافــت ســرطان
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 شده يآورنمونه جمع 231از مجموع  نیمحقق نیمطالعه ا

نمونـــه از گنبـــد  109نمونـــه از گرگــان و  122 تعــداد

ــ يآورجمــع ــ چیشــدند. در ه ــه کی ــورداز نمون از  يها م

و  سـوزتک). 16( نشـد افـتی روسیلومـاویبـه پاپ یآلـودگ

)، HPV( یانسـان يلومـایپاپ روسیـو یابیـبـه ردهمکاران 

، )EBVبـار ( نیاپشـت روسیـ، و)CMV( روسیتومگالوویس

) HSV-2و  HSV-1( 2و  1نوع  مپلکسیهرپس س روسیو

 ماریب 69)  در HHV -8( 8 پیتا یانسان روسیو هرپس و

 ریسـا ایـو  یسرطانریغ يهابه سرطان رحم و نمونه مبتلا

 یبررسـ مـورد بروآدنـومیف ایـ دیـروئیت يافراد با تومورهـا

، HSV-1) ٪9/12مـورد ( 8 نیمحققـ نی). ا17قراردادند (

ـــورد ( 28 ـــورد (EBV ،47) ٪2/45م  CMV ،8) ٪8/75م

ــــورد ( ــــورد ( 28، و HPV) ٪9/12م  HHV-8) ٪2/45م

در  را HPV-16 وعیشـ. جبـارپور و همکـاران شد ییشناسا

گـزارش  %64 کسیسـرطان سـرو عاتیضا يدارا ماریب 75

را  HPVنـوع  نیترعیشـا و همکاران ي). جهاد18نمودند (

 یمعرفـ 16در زنان مبتلابه سـرطان دهانـه رحـم از نـوع 

مطالعـه بـالا بـا  جیاخـتلاف در نتـا لی). از دلا19نمودند (

 ،يمـاریب صیبـه مرحلـه تشـخ توانیرو م شیپ يهاداده

ــود س ــتمیوج ــالگر يهاس ــارانیب يغرب ــر از م ــود  نظ وج

اشــت و سـطح بهد هـا،نیو انکـوپروتئ یانکـوژن يمارکرهـا

 را نام برد. ییایاختلافات جغراف

 

 

 

 

 

 

 

 

 

نـدارد و بـا  ياعلائم و نشـانه روسیو نیکه ا یآنجائ از

موقع و درمـان  به صیتشخ ران،یآن در ا يبالا وعیتوجه ش

بـه  یسـرطان شیپـ يهـازخم لیاز تبد تواندیآن م عیسر

 یمولکـول يهـا. روشدیـنما يریجلـوگ شـرفتهیسرطان پ

 صیتشـخ يو مطمئن برا عیروش سر واندتیم PCRمانند 

 باشد.  يماریب هیاول لدر مراح يماریب

 تشکر و قدردانی
که از همکاران  دانندیمقاله بر خود لازم م سندگانینو

واحـد  یدانشـگاه آزاد اسـلام يولـوژیکروبیمحترم بخش م

و  ریتقـد و مرکز پژوهشـی میکروبیولـوژي پاسـارگاد ساوه

 .ندیتشکر نما



همکاران و ساده ..به. به سرطان دهانه رحم در زنان مبتلا 18و  16 پیت هايروسیلوماویپاپ یفراوان

 

 97 ، زمستانمبیستیافته، دوره  / 5 

References 
1. Baliga MS, Dsouza JJ. Amla (Emblica 

officinalis Gaertn), a wonder berry in the 
treatment and prevention of cancer. 
European Journal of Cancer Prevention. 
2011;20(3):225-239. 

2. Howley PM. Human Papillomaviruses and 
Cancer. Annual Review of Pathology: 
Mechanisms of Disease. 2018;13(1): 11-16. 

3. Roberts CC, Tadesse AS, Sands J, 
Halvorsen T, Schofield TL, Dalen A, et al. 
Detection of HPV in Norwegian cervical 
biopsy specimens with type-specific PCR 
and reverse line blot assays. Journal of 
clinical virology. 2006;36(4): 277-282. 

4. Insinga RP, Dasbach EJ, Elbasha EH. 
Epidemiologic natural history and clinical 
management of Human Papillomavirus 
(HPV) Disease: a critical and systematic 
review of the literature in the development 
of an HPV dynamic transmission model. 
BMC Infectious diseases. 2009;9(1):2334-
2339 

5. Ferlay J, Soerjomataram I, Dikshit R, Eser 
S, Mathers C, Rebelo M, Parkin DM, 
Forman D, Bray F. Cancer incidence and 
mortality worldwide: sources, methods and 
major patterns in GLOBOCAN 2012. 
International journal of cancer. 2015: 
1;136(5):E359-86. 

6. Schiffman, Mark, and Nicolas Wentzensen. 
Human papillomavirus infection and the 
multistage carcinogenesis of cervical 
cancer. 2013: 553-560. 

7. Zutshi V, Dankher S, Malik A. Cervical 
Cancer Screening and Prevention: An 
Analysis of Beliefs and Predictors of 

Knowledge, Attitude and Practice in 
Northern India. Indian Journal of 
Gynecologic Oncology. 2017 Dec 
1;15(4):71-74 

8. Singh A, Datta P, Jain SK, Bhatla N, Gupta 
SD, Dey B, et al. Human papilloma virus 
genotyping, variants and viral load in 
tumors, squamous intraepithelial lesions, 
and controls in a north Indian population 
subset. International Journal of 
Gynecological Cancer. 2009;19(9):1642-
1648. 

9. Shukla S, Bharti AC, Mahata S, Hussain S, 
Kumar R, Hedau S, et al. Infection of 
human papillomaviruses in cancers of 
different human organ sites. 
2009;130(2):222-233. 

10. Arora R, Kumar A, Prusty BK, Kailash U, 
Batra S, Das BC. Prevalence of high-risk 
human papillomavirus (HR-HPV) types 16 
and 18 in healthy women with cytologically 
negative Pap smear. European Journal of 
Obstetrics & Gynecology and Reproductive 
Biology. 2005;121(1):104-109. 

11. Josefsson AM, Magnusson PK, Ylitalo N, 
Sørensen P, Qwarforth-Tubbin P, Andersen 
PK, et al. Viral load of human papilloma 
virus 16 as a determinant for development 
of cervical carcinoma in situ: a nested case-
control study. The Lancet. 
2000;355(9222):2189-2193. 

12. Burd EM. Human papillomavirus and 
cervical cancer. Clinical microbiology 
reviews. 2003;16(1):1-17. 

13. Kojic EM, Conley L, Bush T, Cu-Uvin S, 
Unger ER, Henry K, Hammer J, Escota G, 
Darragh TM, Palefsky JM, Brooks JT. 



همکاران وساده  ..به. به سرطان دهانه رحم در زنان مبتلا 18و  16 پیت هايروسیلوماویپاپ یفراوان

 

 97 زمستانم، بیستیافته، دوره  / 6 

Prevalence and Incidence of Anal and 
Cervical High-Risk Human Papillomavirus 
(HPV) Types Covered by Current HPV 
Vaccines Among HIV-Infected Women in 
the SUN Study. The Journal of infectious 
diseases. 2018 Feb 14;217(10):1544-1552. 

14. Katiyar S, Hedau S, Jain N, Kar P, Khuroo 
MS, Mohanta J, Kumar S, Gopalkrishna V, 
Kumar N, Das BC. p53 gene mutation and 
human papillomavirus (HPV) infection in 
esophageal carcinoma from three different 
endemic geographic regions of India. 
Cancer Lett. 2005 Jan 31; 218(1):69-79. 

15. Peter M, Stransky N, Couturier J, Hupé P, 
Barillot E, de Cremoux P, Cottu P, 
Radvanyi F, Sastre‐Garau X. Frequent 
genomic structural alterations at HPV 
insertion sites in cervical carcinoma. The 
Journal of pathology. 2010: 1; 221(3):320-
330. 

16. Moradi A, Mobasheri E, Tabarraei A, 
Bakhshandeh Nosrat S, Azarhosh R, 
Alizadeh SH, Bazori M. Molecular 
epidemiology of Human Papillomaviruses 

in breast cancer, Golestan province of Iran. 
Medical Laboratory Journal. 2009: 
15;3(1):0-0 (In Persian). 

17. Szostek S, Zawilinska B, Kopec J, Kosz-
Vnenchak M. Herpes viruses as possible 
cofactors in HPV-16-related oncogenesis. 
Acta Biochim Pol. 2009; 56(2):337-342.  

18. Jabbarpour Bonyadi M, Esmaeili M, 
Dasranj A. Determine the types of human 
papillomavirus oncogene multiplex PCR in 
cervical cancer lesions in North West of 
Iran. Article in Persian] J Infect Dis. 2008; 
13(41):29-34 (In Persian). 

19. Jahdi F, Khademi K, Merghati Khoei E, 
Haghani H, Yazdanpanahi Z. Evaluation of 
the Individual and Medical Factors 
Associated With Genital Human 
Papillomavirus in Iranian Women. Scimetr. 
2014; 2(4): e17495 (In Persian). 

 
 



همکاران و ساده ..به. به سرطان دهانه رحم در زنان مبتلا 18و  16 پیت هايروسیلوماویپاپ یفراوان

 

 97 ، زمستانمبیستیافته، دوره  / 7 

  

The Prevalence of Papillomavirus-16 and -18 isolated from women with 
cervical cancer using Multiplex PCR 

 
 Sadeh M 1, Falsafi S2, Amini K *3 

1. Microbiology Group, Shahid Beheshti University of Medical sciences, Tehran, Iran. 
2.Assistant Professor, Department of Microbiology, Faculty of Advance Science and Technology, Tehran Medical 
Sciences, Islamic Azad University, Tehran, Iran. 
3. Associate Professor, Department of Microbiology, School of Basic Sciences, Saveh Branch, Islamic Azad University, 
Saveh, Iran, dr_kumarss_amini@yahoo.com. 
 
Received: 23 Oct 2018     Accepted: 3 Dec 2018 
Abstract 

Background: Women infected with human papillomavirus, especially types 16 and 18, are at risk 
of cervical cancer. The purpose of this study was to determine the frequency of papillomavirus-16 
and -18 in women with cervical cancer using multiplex-PCR. 
Materials and Methods: In this experimental study, after collecting blood samples, viral DNA 
was extracted using a Cinaclone kit, and PCR, with specific primers, was performed to detect HPV-
16 and HPV-18. PCR products were analyzed by 1% agarose gel electrophoresis. 
Results: Of 60 samples, 19 were infected with HPV. The results showed that the frequency of 
genotype HPV-16 and HPV-18 was 8 (42.1%) and 11 (57.9%), respectively. 
Conclusion: The study showed that using PCR with specific primers for the detection of HPV-16 
and HPV-18 is a convenient and accurate method. The results of this study indicate the relationship 
between HPV and cervical cancer. 
Keywords: Cervix cancer, Human Papilloma Virus, Multiplex-PCR. 
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