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 1/4/98پذیرش مقاله:             10/10/97 دریافت مقاله: 

 کی عنوان به EBVین  زنان  بوده و یک بیماري چند مرحله اي است. ویروس سرطان پستان در عصر حاضر، شایعترین سرطان در ب مقدمه:
 اسـتروژن نظیر استروئیدي هاي هورمون با اغلب در انسان پستان سرطان رشد است. شده شناخته انسان هاي سرطان ایجاد در مهم عامل

انسـانی درسـرطان پسـتان  PR/ERو ژن  EBVروس وی BXLF2 هدف بررسی همزمان بیان ژن با مطالعه پروژسترون تنظیم می شود این و
 المللی تبریزمی باشدبیماران مراجعه کننده به بیمارستان بین

  DNAسال مورد بررسی قرار گرفت و اسـتخراج 3/57نفر از زنان با میانگین سنی  50مقطعی بر روي  –این مطالعه توصیفیها: مواد و روش
 هاي استخراج شده انجام گرفت و در نهایـت بیـان ژنRNA ازcDNA شباع انجام شد. سپس سنتز ژنومی از بافت هاي نمونه به روش نمک ا

BXLF2  و کشف ژنوم EBV و تعیین ژنPR/ER  با استفاده از روشReal-time PCR   .انجام گرفت 

فتن مرحله بیماري سطح بیـان رو با بالا  فتهیا دار افزایشبه صورت معنی  ER با بالا رفتن مرحله بیماري سرطان پستان تغییر بیان ها: یافته
PR 0043/0(نشان می دهد داري را کاهش معنیp-value= دار بـین معنـی رتبـاطامشـخص شـد. ). ارتباط ضعیفی بین سن و تیتر ویروسی

 ).P-value≥ 001/0لا وجود دارد. (ي پروژسترون و لود ویروس در فرد مبتحضور تغییر بیان ژن گیرنده

هش یافـت در گیرنده هاي پروژسترونی، بیان ژن گیرنده ها در سه مرحله ي اول تقریبا در یک حدود بود و سپس کـا : گیريیجهبحث و نت
 001/0د (به دست آمـ  EBVو درگریدهاي مختلف نیز با افزایش مراحل، بیان گیرنده ي استروژنی افزایش یافت. ارتباط ضعیفی بین سن و تیتر 

≤P-value(. 
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 مقدمه

یکی از دلایل مهم مرگ و میر در زنان سرطان سینه 

اي اپیتلیال هباشد. سرطان سینه، تکثیر بی رویه سلولمی

خطر عواملی همانند  .است که مجاري پستان را می پوشانند

یا سن زیاد در یائسگی با تاخیر، نازایی  قاعدگی زودرس،

هنگام اولین زایش ممکن است مسئول ایجاد کننده سرطان 

عاملی  چند یک روند پیچیده وباشند. سرطان سینه سینه 

لوژیکی براي مطالعات اپیدمیو است و تعداد زیادي از

شناسایی عوامل خطر متعددي براي سرطان سینه انجام شده 

). سرطان سینه 1است که شامل فاکتورهاي متعدد است (

هاي پاتولوژیکی همانند یک بیماري نامتجانس با ویژگی

ي هورمون است که به مورفولوژي، درجه و پروفایل گیرنده

ی و هاي بالینها بر اساس ویژگیمنظور تشخیص گروه

 شود. بیولوژیکی استفاده می

براي دو دهه تصور بر این بود که ویروس اپشتین بار 

هاي سرطان ). سلول2باشد (عامل سرطان سینه در زنان می

 کهکنند بیان میرا هاي فاکتور رشد سینه طیفی از گیرنده

کنند طبقه بندي مولکولی بیماري را بررسی می این فاکتورها،

هاي هورمونی استروئیدي، بیان شده، گیرنده). این موارد 3(

هاي پروژسترونی )، گیرندهEstrogenهاي استروژنی (گیرنده

)Progesteroneهاي آندروژنی ( ) و گیرندهAndrogen (

هاي هورمونی استروئیدي باشند. در بخشی از گیرندهمی

اي هاي داخل هستهها داراي گیرندهکلاسیک؛ برخی از این

) و Estrogen،Androgen ،Progesterone ( باشندمی

 اند (هاي استروئیدي باند شده با غشاء شناسایی شدهگیرنده

mESR، mPGR و mARهاي استروژن دو نوع ). گیرنده

α  وβ  دارند، نوعα  براي رشـد مجاري پستانی طی دورة

بلوغ ضروري است. ولی در سـرطان پستان زمانی که ظهور 

تر باشـد، عاقبـت بهتري براي بیمار بیش βنوع  ERگیرندة 

تري رقم میزند و بیمار دورة حیات بدون بیمـاري طولانی

). از طرفی پروژسترون پرولیفراسیون را 4،5خواهد داشت (

تواند سبب محدودیت رشد مهار و با افزایش مدت تماس می

 ها در). وجود این گیرنده6هاي اپی تلیال پستان شود (سلول

 55هاي هورمونی از ها را به درمانستان پاسخ آنیک تومور پ

 ). 7برد (درصد بالا می 80درصد تا 

تواند ویروس اپشتین بار در همه جا وجود دارد و می

از کل جمعیت را درگیر خود سازد  و نشان داده  %90بیش از 

کیت، رشده است که با چندین نوع سرطان از جمله لنفوم بو

جکین ارتباط وه س از پیوند، لنفوموي پابیماري تکثیري لنف

هاي هاي لایتیک ویروس اپشتین بار اغلب پروتئیندارد. ژن

توانند به دو گروه کنند که میساختاري را کد می

شوند گلیکوپروتئینی و غیرگلیکوپروتئینی گروه بندي می

 BILF2 ،BDLF3 هاي گلیکوپروتئینی شامل). گروه8(

،BALF4 ،BXLF2  وBLLF1 هاي گروه

 BXRF1و  BCLF1، BNRF1   غیرگلیکوپروتئینی

باشد. این مطالعه به منظور بررسی همزمانی بیان ژن می

BXLF2  ویروسEBV  و ژنPR/ER  انسانی در

کارسینوم پستان بیماران ارجاع داده شده به بیمارستان 

        المللی تبریز انجام شد.بین

 هامواد و روش
مونه جهت این بررسی از براي تعیین تعداد مناسب ن

و با به کار بردن ضرایب  PSنرم افزار محاسبۀ حجم نمونه 

e ،r  وz  در فرمول محاسباتیN=Z2R/E2 با فاصله ،

درصد استفاده شد. فراوانی مشاهده شده در  95اطمینان 

کشورهاي همسایه ترکیه، مبنا و اساس تعیین حجم نمونه 

رد شدن  براي 05/0قرار گرفت و سطح معنی داري 

، بیماران بالینی توسط گرفتفرضیه صفر مد نظر قرار 

پزشک متخصص بعد از بررسی و تشخیص سرطان پستان 

بر اساس گزارش پاتولوژیست، سابقه خانوادگی، و دوره 

نمونه از  50بالینی مشخصه این بیماري، انتخاب شدند. 

با تشخیص پاتولوژیک سرطان سینه  1395تا 1389سال 

ه بود. فاکتورهاي ورود بیماران به مطالعه : آوري شدجمع

تشخیص قطعی سرطان سینه با دارا بودن نتایج پاتولوژیک 
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مثبت، دارا بودن سابقه فامیلی مثبت، میانگین سنی بین 

یکی از مراحل سال، حاضر بودن بیمار در 73الی  28

چهارگانه کارسینوم پستان و درجه بندي دقیق 

هاي از نمونه  DNA تخراجپاتولوژیست بود. پس از اس

 DNAخون کامل با روش نمک اشباع، کیفیت و کمیت 

از  RNAاستخراج شده تعیین گردید. براي استخراج 

تهیه و سپس حل کننده  MW2و بافر  rDNaseهانمونه

ي پارافین به نمونه ها افزوده شد و نمونه ها انکوبه و 

 به آن اضافه و نمونه MLF سانتریفیوژ شدند. بافر

سانتریفیوژ شد. پارافین سپس حذف شد. براي لیز نمودن 

ها، انکوبه شدند. سپس  نمونه ها، پروتئیناز اضافه ونمونه

دقیقه بر روي یخ  5اضافه شد و بمدت  MKAبافر 

. ذرات معلق روشن به ندسانتریفیوژ شد سپس ونگهداري 

اضافه  MXمیکروتیوب انتقال داده انکوبه شد. بافر 

براي یک دقیقه در درجه حرارت اتاق ومخلوط شد و 

با استفاده از RNA . ندانکوبه و نمونه سانتریفیوژ شد

  AID First Strand cDNA synthesi kitکیت

Revert ) محصول شرکتFermentaseبه ( cDNA 

تبدیل شد. کنترل داخلی و ژن مورد نظر: ژن خانه دار بتا 

ر سرطان اکتین که به طور معمول در مطالعات بیان ژن د

داخلی انتخاب  لپستان استفاده می شود، به عنوان کنتر

طراحی شدند.  oligoگردید. پرایمر ها توسط نرم افزار 

 روش با استفاده از PRو  ERسنجش کمی بیان ژن هاي 

SYBR-green Real Time RT-PCR  .به انجام شد

 SYBR-green Real Timeاین منظور از کیت (

RT-PCR ،TAKARAجهت.) استفاده شد) (ژاپن 

، Real-Time PCR واکنشو کیفیت  صحتارزیابی 

قرار بررسی مورد ) Melting curveمنحنی ذوب ( 

ژن در هر نمونه از  ∆CT. براي آنالیز داده ها، گرفت

به عنوان  β-actinژن  CTژن مربوطه و  CTافتراق 

رفرنس محاسبه شد. براي آنالیز نهایی داده هاي به دست 

و به کار گیري  ANOVAتفاده از روش آماري آمده با اس

اقدام شد. ارزش معنی داري هر یک  SPSS17نرم افزار 

و ضریب  %95از داده هاي حاصل، با فاصله اطمینان 

سنجش شده و گزارش گردید. پس از اتمام  05/0اطمینان

کارهاي آزمایشگاهی با به کار بردن قانون هاردي واینبرگ 

ظار و مشاهده شده محاسبه و وارد میزان فراوانی مورد انت

شد. براي مقایسه میانگین تعداد الل هاي  SPSSمحیط 

جهش یافته در جامعه مورد مطالعه از روش آنالیز واریانس 

استفاده شد. فرض صفر در آنالیز واریانس برابر بودن 

میانگین متغیر وابسته در تمام سطوح متغیر مستقل است. 

باشد فرض  05/0کمتر از اگر سطح معنی داري آزمون 

صفر رد شد. در جدول آنالیز واریانس مجموع مربعات 

و سطح  Fتیمارها، درجات آزادي، میانگین مربعات، آماره 

 معنی داري آنالیز واریانس محاسبه شد.

 هایافته
الی  1389نمونه هاي جمع آوري شده بین سالهاي 

ل در گروه بندي هاي پاتولوژیک قرار گرفت و جدو 1395

دموگرافیک آنها ترسیم شد. پس از به دست آمدن 

تغییرات بیان ژن هاي گیرنده استروژن و پروژسترون، در 

تمامی موارد مورد مطالعه، بیماران در دو گروه تقسیم 

با به کارگیري بیان ژن  EBVشده و لود ویروسی 

BXFL2 و با به کارگیري کیت شرکتGenome 

diagnostic   مطالعه شد.  9111009به شماره کاتالوگ

 درون 8الی  1منحنی استاندارد مربوط به استانداردهاي 

کیت، طبق دستورالعمل پیشنهادي کیت، ترسیم و 

گزارش شد. براي دنبال کردن تیتر ویروسی افراد مبتلا به 

و سن آنها ارتباط  EBVسرطان سینه و عفونت با 

پیرسون مابین تیتراژ ویروسی برقرار شد و با به دست 

 =R2 0/ 0028و =0529/0Rآمدن 

ارتباط ضعیفی ما بین سن و تیتر ویروسی  به دست 

 آمده مشخص شد.

براي به دست آوردن وجود یا عدم وجود ارتباط خطی 

و تیتراژ ویروس در  PRو   ERبین تغییر بیان ژن هاي ما
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ارتباط معنی داري پیرسون بر اساس لود ویروس مورد 

رد انتظار محاسبه شده و مشاهده شده و تغییر بیان مو

مشخص شد. ارتباطی معنی دار مابین حضور تغییر بیان 

و لود ویروس در فرد مبتلا وجود دارد. به طوریکه  PR ژن

داشتند، تغییر بیان به  500افرادي که کپی ویروسی بالاي 

بالاتر از سطح مورد انتظار بود. این  9/7صورت میانگین 

نی داري قرار گرفت و با میزان تغییر بیان در رابطه مع

درصد، ارتباط معنی داري مابین  95فاصله معنی داري 

در  PR لود ویروس در فرد مبتلا و حضور تغییر بیان ژن

) =0043/0p= ،049/0CI( همان فرد به دست آمد

)6838 /0R=  0/ 4676وR2=( 

 
 در مراحل مختلف کارسینوم پستان PRو  ERهاي  % مشخص کننده تغییرات بیان ژن 95با فاصله اطمینان  Whiskers .1نمودار

 
 در گریدهاي مختلف کارسینوم پستان PRو  ER%، مشخص کننده تغییرات بیان ژنهاي  95با فاصله اطمینان  Whiskers.2نمودار

 
 EBVارتباط نسبی مابین سن افراد حاضر در مطالعه و تیتیر بیانی ژن مربوط به  .3نمودار
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 EBVدر افراد حاضر در مطالعه و تیتیر بیانی ژن مربوط به  PRنسبی مابین تغییر بیان ژن ارتباط  .4نمودار

 
 پرایمرهاي استفاده شده. 1جدول 

Tm پرایمر 
 بر اساس درجه سانتیگراد

 PCRاندازه محصول 
 بر اساس جفت باز

 توالی پرایمر

5 3′ ′− 

 نام پرایمر

80/61 122 TGCCCAGGGCCAAAGAGAAT ER-F 
86/61 GAAACTGGGAAGCACAGCGG ER-R 
98/61 123 AGAAGGGCTTCTCCATCGCC PR-F 
07/62 CCTTGGTCTTGGCTCCCACA PR-R 
02/62  188 TGGACACGGAAACGCTGACT Plus BXLF2-F 
01/62 GGATTGCATGCCCTTGACCG Minus BXLF2-R 

 
 طالعهمشخصات بالینی بیماران شرکت داده شده در م .2جدول

 )٪تعداد بیماران ( 

 )100( 50 همه بیماران
 نوع تومور بافت شناسی

 )76(  38 کارسینوم مجراي تهاجمی
 )24(  12 کارسینوم لوبولار نفوذي

 وضعیت گیرنده استروژن
 )58(  29 مثبت
 )30(  15 منفی
n.a. 6  )12( 

 دخالت گره لنفاوي
N0 14 )28( 
N+ 29 )58( 

n.a. 7  )14( 

 درجه تومور
1 0  )0( 
2 41  )82( 
3 7  )14( 
4 2  )4( 

 مرحله تومور
T1 12 )24( 
T2 33  )66( 
T3 1  )2( 
T4 4  )8( 

 3/57 سن متوسط (محدوده)

 گیريبحث و نتیجه
سرطان سینه و تخمدان در بین زنان کل دنیا 

ها همراه با سرطان رحم محسوب ترین سرطانشایع

 50و  40لا به این بیماري، بعد از سنین شود. خطر ابتمی

) که این گفته تا حدودي 9( .یابدسالگی افزایش می

اطلاعات بدست آمده در این مطالعه را براي سن افراد که 

کند. اعتقاد باشد را تأیید میسال بطور میانگین می 57,3

هاي قاعدگی ماهانه در بر این است که بدن زنان در سیکل

گیرد، هر چه تعداد هاي تخمدان قرار میمعرض استروژن

شود بیشتر باشد او یک زن عادت ماهانه میهایی که سال

به مدت طولانی تري در معرض این هورمون قرارگرفته و 

). در 10یابد (امکان ابتلا به این نوع سرطان افزایش می

یک مطالعه توسط ریچاردسون و همکاران  نشان دادند که 

 54تا  40در گروه سنی سرطان سینه  اي زنان داربیشتر 

هاي این مطالعه یافته ). بنابراین مشابه به11( سال بودند

اکثر مطالعات نیز نشان داده اند که سن افراد مبتلا به 



احمدي زادهو  ندیم ...انسانی در کارسینوم پستان  PR/ERو ژن  EBVویروس  2BXLFبررسی همزمان بیان ژن 

 

 تابستان، و یکم بیستیافته، دوره  / 108 
 

سال  50ي بیش از بیشتر در محدودهسینه سرطان 

ي اند که سرطان سینهباشد. مطالعات نشان دادهمی

باشد هاي سینه میع از سرطانهاجمی دومین نوتداکتال 

ن نشان دادند که در سرطان ). نیکلسون و همکارا12(

هاي لنفاوي و فاکتورهاي رشد سینه ارتباطی بین گره

اپیدرمی وجود دارد. همانگونه که مشخصات بالینی نشان 

ي دوم و همچنین در مرحله 2داد بیشتر افراد در گرید 

ها درصد کمی از سرطان بودند و در دیگر مراحل وگرید

ارتباطی بین سن  . بیشتر مطالعات)13(افراد وجود داشت

و گرید را نشان داده اند که متاسفانه در این مطالعه 

بررسی نشده است و ممکن است که سن افراد بیشتر در 

بوده باشد. مطالعات نشان داده است که  2ي گرید محدوده

هاي هایی که داراي مقادیر بالاتري از گیرندهسرطان

ه هستند، هورمونی هستند نسبت به آنهایی که فاقد گیرند

اي توسط تابعی ). در مطالعه14پیش آگهی بهتري دارند (

هاي استروژن فراوانی موارد مثبت گیرنده نیزو همکاران 

سال تفاوت  50سال و هم بالاي  50در سنین زیر 

داري وجود نداشت، آنها ارتباط سن با گرید را معنی

یک در یافتند که بیشتر تومورهاي درجه بررسی نمودند و 

 1سال قرار دارد. در این مطالعه، با افزایش گرید از  50زیر

هاي استروژنی بطور معنی داري میزان بیان گیرنده 4به 

هاي پروژسترونی تحت یافت ولی وضعیت گیرندهافزایش 

ي . در یک مطالعه، کاهش درجه)15(تأثیر قرار نگرفت

 هاي استروژن و پروژسترونتومور با افزایش میزان گیرنده

ي هاي مطالعهیافته همراه بوده است که این تا حدودي با

). در مطالعه اي دیگر، 16باشد (حاضر در تطابق می

میرزایی و همکاران وضعیت تومور مارکرهایی مانند بیان 

هاي مختلف را هاي استروژن و پروژسترون با گریدگیرنده

 مورد بررسی قرار دادند و ارتباط معنی داري بین گرید و

هاي استروژنی و پروژسترونی مشاهده ننمودند ولی گیرنده

آنها بیان نمودند که بیمارانی که گرید بالاتري دارند، 

قدرت تهاجم بیشتر و احتمالاً طول عمر پایین تري 

اند که بیان . برخی از مطالعات نشان داده)17(دارند

یابد و این هاي هورمونی با افزایش سن کاهش میگیرنده

سط نسبت بزرگتري از گرید پایین توضیح دادند که با را تو

). در 19-18یابد (افزایش سن میزان گرید کاهش می

اي توسط گوپتا و همکاران  ارتباطی بین سن مطالعه

ها و گرید نیافتند که معتقد بودند که بیماران، بیان گیرنده

. بیشتر )20(این بدلیل گسترش شدید سرطان بود

اورند که ارتباط معکوسی بین گریدها و مطالعات بر این ب

هاي ). یافته19-18هاي هورمونی وجود دارد (بیان گیرنده

این مطالعه، یاسوي و همکاران  ارتباط معنی داري بین 

سن و تیتر ویروسی اپشتین بار در بیماران مبتلا به 

، ذکر این نکته )21(سرطان پستان مشاهده ننمودند

ي آنها سن افراد در محدوده يضروري است که در مطالعه

ي سال بود، هرچند که میانگین سنی در مطالعه 69تا  30

ي هاي مطالعهیافته آنها اعلام نشد، تا اطلاعات آنها با

حاضر مقایسه شود. این محققین معتقد بودند که 

داري در تیتراژ ویروس اپشتین اختلافات سنی تأثیر معنی

ختلف درجات و سطوح بار دارند، و افراد در سنین م

در همین مطالعات به  کنند.مختلفی از تیتراژ را کسب می

گیري اشاره شده است هاي اندازهاختلافاتی در مورد روش

تواند تأثیر بسزایی بر تیتراژ ویروس گذارد. در که می

جدیدترین مطالعه در این ارتباط، بن صابر و همکاران 

تراژ ویروس اپشتین یافتند که هیچ گونه ارتباطی بین تی

. این محققین معتقد بودند که )22(بار و سن نیافتند

ي حضور این ویروس در سرطان سینه با سنین اولیه

باشد و احتمالا افزایش گرید تشخیص در ارتباط می

سرطان سینه و ویروس اپشتین بار ممکن است در برخی 

هاي سینه نقش داشته باشد. با افزایش مراحل سرطان

هاي استروژنی نیز افزایش سرطان، بیان ژن گیرنده مختلف

ها هاي پروژسترونی، بیان ژن گیرندهیابد و در گیرندهمی

یک حدود بود و سپس  ي اول تقریباً دردر سه مرحله

یافت. ارتباط ضعیفی ما بین سن و تیتر ویروسی  کاهش



احمدي زادهو  ندیم ...انسانی در کارسینوم پستان  PR/ERو ژن  EBVویروس  2BXLFبررسی همزمان بیان ژن 

 

 98 تابستان، و یکم بیستیافته، دوره  / 109 

دار ما بین حضور اپشتین بار مشاهده شد. ارتباطی معنی

و لود ویروس در فرد مبتلا وجود دارد.  PRیان ژن تغییر ب

داشتند،  500به طوري که افرادي که کپی ویروسی بالاي 

بالاتر از سطح مورد  9/7تغییر بیان به صورت میانگین 

هاي توان استدلال نمود که گیرندهانتظار بود می

پروژسترونی تحت تأثیر گریدهاي مختلف سرطان پستان 

 گیرند.قرار نمی

 شکر و قدردانیت
بدینوسیله از معاونت آموزشی و پژوهشی دانشگاه آزاد 

تمامی  شود. و اسلامی واحد اهر صمیمانه سپاسگزاري می

کسانی که در طول اجراي این پژوهش مرا یاري کردند 

نمایم. شایان ذکر است که این مقاله  تقدیر و تشکر می

با کد  حاصل پایان نامه کارشناسی ارشد  خانم الهام ندیم

دانشگاه آزاد اسلامی  22030503951008پایان نامه 

 واحد اهر می باشد.
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Abstract 

Background: breast cancer is currently the most common cancer among women, and is a multi-
stage disease. The EBV virus is known to be a major contributor to human cancers. The 
development of breast cancer in humans is often regulated by steroid hormones, such as estrogen 
and progesterone. The aim of this study was to simultaneously investigate the expression of the 
EBV BXLF2 and the human PR / ER gene in breast cancer patients referred to the l Tabriz 
International Hospital. 
Materials and Methods: this descriptive cross-sectional study was performed on 50 women with 
mean age of 57.3 years Genomic DNA extraction from specimens was performed using the 
saturated salt method. The cDNA was then synthesized from the extracted RNAs. Real-time PCR 
was used for the expression of the BXLF2 gene, the detection of the EBV genome, and the 
determination of the PR / ER gene.  
Results: as breast cancer progressed, the expression of ER increased significantly and with the 
increase in the stage of the disease, the level of expression of PR decreased significantly (p-value = 
0.0043). A weak correlation was found between age and viral title. There was a significant 
relationship between the presence of progesterone receptor gene expression and virus load in the 
affected person. (P-value <0.001). 
Conclusion: In progesterone receptors, the expression of the receptor gene in the first three steps 
was approximately one-and-a-half times, which then decreased at different stages, the expression of 
the estrogen receptor expression increased. There was a weak correlation between age and EBV 
titers (P-value <0.001) 
Keywords: Epstein-Barr Virus, Breast Carcinoma, PR / ER Gene, BXLF2 Gene. 
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