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Abstract: 
 
Background: Cancer is the second common cause of death in developed countries. 
Viruses are one of the most important environmental factors which increase the risk of 
developing cancer. The aim of this study was to identify the human papilloma virus 
(HPV) in patients with the blood cancer. 
Materials and Methods: In this case-control study, blood serum samples were 
collected from 35 patients with Chronic lymphocytic leukemia (CLL) and 25 patients 
with Acute lymphoblastic leukemi (ALL) from Kerman medical centers. Thirty healthy 
individuals were considered as a control group. After DNA extraction from the serum 
samples, the polymerase chain reaction (PCR) was performed to detect HPV. 
Results: The specific sequence of HPV was observed in 15 samples (25%) of the 
patients’ serum. Out of this number, five samples (14.25%) of the 35 patients had CLL 
and 10 samples (40%) of 25 patients had ALL. Also, no positive sample was found in 
the serum of the patients of the control group. Out of the 15 patients suffering from 
HPV, seven (46.62%) and three (19.98%) had HPV16 and HPV18, respectively and 
five samples (33.4%) were of other types of HPV.  
Conclusion: This study showed that the PCR method with specific primers of 
Papilloma Virus 16 and 18 is a suitable and accurate method for detecting human 
papillomavirus.  
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خون  بيماران مبتلا به سرطانسرم خون  از انساني پاپيلوماي جداسازي مولكولي ويروس
  كرمانشهر در 

  
حامد رنجبر زيدآبادي

1
، بابك خيرخواه

2*  

  

  مقدمه
ومير در كشورهاي سرطان دوميـن عامـل شايع مرگ

يافتـه و سومين عامـل در كشورهاي درحال توسعه از توسعه
- هاي اپيدميوبـر اسـاس آخرين بررسي .]1[ جملـه ايـران است

عروقي و -هاي قلبـيلوژيـك در ايـران، سرطان بعـد از بيماري
 ؛شـودومير محسـوب ميحوادث غيرعمدي، سومين عامل مـرگ

هزار نفر از جمعيـت ايـران در  30نه بيـش از كه سالاطوريبـه
بيـش از  نهلابازنـد و تخمين زده شده سابيماري جان مياين اثـر 

 سرطان ].2،1[ دهـدهزار مـورد جديد سرطان در كشور رخ  70
 دهد كه در مي تشكيل را ها سرطان كل درصد 8 حدود خون
 اصلي عاملاگرچه  ].2[ افتد مي اتفاق بيشتر يافته توسعه هايكشور
 كه باورند اين بر محققان اما ،است ناشناخته خون هنوز سرطان
-پيش ].3[ دارند نقش بيماري اينبروز  در محيطي و ژنتيكي عوامل

 كاهش بر موقعبه و درمان زودرس تشخيص گيري از سرطان،

  .است موثرناشي از آن وميرمرگ ميزان
  
 ايران سيرجان، اسلامي، آزاد دانشگاه سيرجان، واحد ميكروبيولوژي، گروه 1
 ايران، كرمان واحد اسلامي آزاد دانشگاه شناسي، ميكروب گروه استاديار، 2

  :نشاني نويسنده مسئول *
  شناسي ميكروب گروه اسلامي، آزاد دانشگاه كرمان، 
    00988642241511 :دورنويس                             09133454787 :تلفن 
 babakkheirkhah@yahoo.com: پست الكترونيك 

  1397/4/26 :تاريخ پذيرش نهايي                        1397/2/19  :تاريخ دريافت 

 سراسر در هاسرطان درصد 20-15 ايجادعامل  عفوني عوامل
-ميمديترانه  شرق كشورهاي در هاسرطان درصد 70 و نيز جهان

 سرطان، محيطي در ايجاد علل ترينيكي از مهم ].4،5[ دنباش
- پاپيلوماويروس ].6[ باشدمي (HPV) انساني پاپيلوماي ويروس

  DNAبا پوشش بدون هايروسوي از كوچكي گروه  (PVs)ها
 ].6،7[ باشندمي پاپيلوماويريده خانواده جزء كه هستند ايرشته دو

HPV دهانه رحم سرطان از جمله ،سرطان علل از يكي عنوانبه، 
ژنوتيپ مختلف  100امروز، بيش از  به تا ].7[ شودمي شناخته
HPVs ترين بيماري مرتبط مهم .طور كامل مشخص شده استبه

 45تا  7حدود در   HPV].8[ بدون شك سرطان است HPVبا 
بيماران مبتلا به سرطان گردن  يهاي سرم يا پلاسمانمونهدرصد 

 مواد در تفاوت علتبه اختلاف ميزان اين ].9[ شودرحم يافت مي
 براي استفاده مورد ابزار ،DNA  استخراج هايروش، )سرم( هدف
 يا و Real Time PCR معمولي، PCR يا DNA وتحليلتجزيه
مطالعات متعدد  ].10[ باشدو همچنين پرايمرها ميPCR هاي آنزيم

نقش مهمي در پيشرفت سرطان دهانه  HPVنشان داده است كه 
 HPVsدهد باوجود شواهد متعدد كه نشان مي]. 11،12[ رحم دارد

اما مطالعات اپيدميولوژيك نشان  ،دنشواز طريق جنسي منتقل مي
 ].13[ انتقال از راه ديگري نيز ممكن است رخ دهد د كههندمي

-ند از طريق خون به محلنتوانمي HPVsاعتقاد بر اين است كه 

باعث ايجاد ويروميا  HPVsد، زيرا نهاي مختلف بدن گسترش ياب

  :خلاصه
- ويروس سرطان محيطي در ايجاد علل ترينيكي از مهم. ر در كشورهاي توسعه يافته استيومن عامل شايع مرگيسرطان دوم :سابقه و هدف

  .خون است بيماران مبتلا به سرطان رد(HPV)  انساني پاپيلوماي ويروسهدف از اين مطالعه شناسايي . باشندها مي
از مراكز درماني  ALLنمونه مبتلا به  25و  CLLنمونه مبتلا به  35 از خون سرم شاهدي- مطالعه مورد اينبراي انجام  :هاروش مواد و

هاي سرمي، واكنش از نمونه DNAاز استخراج  پس .شدند گرفته درنظر كنترل گروه عنوانبه نيز سالم فرد سي .آوري گرديدكرمان جمع
  . انجام گرديد HPVجهت شناسايي ) PCR(مراز اي پليزنجيره
 35از بين ) درصد 25/14(نمونه  5 ،از اين تعداد .شد مشاهده بيماران سرم از) درصد 25(نمونه  15 در HPVاختصاصي  توالي :نتايج

 نمونه هيچ نيز نترلك گروهيك از افراد هيچ سرم در. بودند ALLبيمار مبتلا به  25از بين ) درصد 40(نمونه  10و  CLLبيمار مبتلا به 
نمونه  5و  HPV18تيپ ) درصد 98/19( نمونه HPV16 ،3تيپ ) درصد 62/46( نمونه HPV ،7نمونه مبتلا به  15از  .نشد يافت مثبتي

  .دندبو HPVانواع ديگر ) درصد 4/33(
 براي دقيق و مناسب وشير 18 و 16 ويروس پاپيلوما اختصاصي پرايمرهاي با PCR روش كه داد نشان مطالعه اين :گيرينتيجه

  .است انساني پاپيلوماي ويروس تشخيص
  CLL ،ALLانساني،  پاپيلوماي سرطان، ويروس :كليديواژگان

 355-361 ، صفحات97 مهر و آبان، 4پژوهشي فيض، دوره بيست و دوم، شماره –نامه علميدو ماه                                                              
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 HPVاند كه حال، چندين مطالعه اخير نشان دادهبا اين .شوندنمي
سرم خون، (ن محيطي اي خوهستههاي تكتوان در سلولرا مي

 تيپ 100 از بيش ].14-17[ يافت) پلاسما و خون بند ناف شرياني
 است شده شناخته مولكولي هايروش با كمك HPVs از مختلف

 درصد 30-40 حدود ،ويروس اين هاي مختلفتيپ ميان از ].18[
 آنوژنيتال نواحي در خصوصهب هاي مخاطي،آلودگي سبب هاآن
 كه شودمي باعث ويروسي كشت توانايي نفقدا ].5[ باشندمي

 از مولكولي هايروش ،بنابراين .شود مشكل ويروس اوليه شناسايي
 جهت راه بهترين PCR و آمپليفيكاسيون پايه بر هايروش جمله

 در تنها مطالعات از بسياري ].19[ باشندمي هاويروس شناسايي
 هاينمونه دازهان با و گردن رحم در زنان سرطان به مبتلا بيماران
 خون در مخاطي HPV انواع فقط. است شده انجام كوچك نسبتاً

 ].13[ است نشده يافت فعال ويروسي تكرار هيچ و شده شناسايي
 افراد خون در HPV وجود بر مبني تحقيقاتي تاكنون وجود، اين با

 Chronic lymphocytic leukemiaخون سرطان به مبتلا

(CLL) و Acute lymphoblastic leukemia ALL)( انجام 
 جداسازي مطالعه اين ها، هدفيافته اين به باتوجه. است نشده

 بيماراناز سرم خون  )HPV( انساني پاپيلوماي ويروس مولكولي
 گروه در HPV آلودگي شيوع مقايسه و خون سرطان به مبتلا

  .باشدمي كرمانشهر  در سالم افراد با CLL وALL  به مبتلايان
  

  هاوشمواد و ر
  هاآوري نمونهجمع

 1396بهار سال طي شاهدي -مطالعه مورد اين براي انجام
نمونه  35(نمونه خون از بيماران مبتلا به سرطان خون  60تعداد 

 سالم فرد 30 باهمراه  )ALLنمونه مبتلا به  25 و CLLمبتلا به 
كننده به از بين بيماران مراجعهانتخاب شده ( كنترل عنوانبه

- به شهر كرمان سيدالشهدا و باهنر شفا، پور،افضليهاي تانبيمارس

 .آوري شدجمع) خوني هايدلايل غيرمرتبط با سرطان و بيماري
-شركت براي مطالعه هدف نمودن مشخص از پس گيرينمونه

 صورت هاآن از هريك از آگاهانه كتبي رضايت كسب و كنندگان
 زمان باهم ).IR.KMU.REC.1396.61: كد اخلاق( پذيرفت

سرطان از بيماران مبتلا به  EDTAهاي خون حاوي گرفتن نمونه
سن، جنس و سابقه شامل خون براي هر بيمار يك فرم پرسشنامه 

هاي مورد مطالعه در دماي پلاسماي نمونه. تزريق خون تهيه گرديد
 وتحليلتجزيه منظوربه. داده شدند قرار درجه سلسيوس -70

 يرايشو SPSSآماري  افزارنرم از نتايجاز  حاصل اطلاعات آماري
  .استفاده شد درصد 95اطمينان  و سطح 18

  

    DNAاستخراج 
 به روش فنل كلروفرم سرم از ويروسي DNAاستخراج 

 μlاز هر نمونه پلاسما با μl 100 دراين روش ابتدا. انجام گرديد

 روي دقيقه 10مدت و بهشده مخلوط  RNX plusاز محلول  500
و شده كلروفرم به محلول اضافه  μl200  ،سپس. داده شديخ قرار 

پس از . سانتريفيوژ گرديد RPM 13000در  دقيقه 10مدت به
 )μl200-150( حجم آنجديد، هم بانتقال فاز رويي به ميكروتيو

 درجه –20 دقيقه در دماي 20مدت و بهشده ايزوپروپانول اضافه 
 RPM 13000يقه در دق 15مدت به ،سپس. شدداده  سلسيوس قرار

 μl200 پس از تخليه فاز رويي، به رسوب . دگرديسانتريفيوژ 
 RPM 13000دقيقه در  15مدت افزوده و به درصد 70اتانول 
پايان، پس از تخليه و خشك شدن  در. يفيوژ گرديدسانتر

 DNAبه ) DEPC( آب مقطر استريل μl40 مقدار  هابميكروتيو
اج شده در طول موج استخر DNAو خلوص شده اضافه 

 8/1در محدوده ) آلمان، اپندرف( فتومترتوسط بيو 280/260
  .برآورد گرديد

  
PCR  

با پرايمرهاي  PCRآزمون  DNAاستخراج  از پس
و ] 14[ )1 شماره جدول(  HPV18و  HPV16اختصاصي ژن 

انجام  )سيناژن شركت( Master mix كيت از استفاده بانيز 
 ،PCR master mix    μl5/12،DNA   μl2 انجامبراي  .گرديد
μl 1 رفت و پرايمر μl 1  پرايمر برگشت)pmol 100( وμl   5/8 
 استريل اپندروف هايلوله در )ميكروليتر 25 نهايي حجم( مقطر آب

 انجام 2شماره  جدول برنامهبا  بقاطم PCR آزمون .دگرديمخلوط 
  .دش

  
  نتايج

 سرم از) ددرص 25( نمونه 15 در HPV به آلودگي ميزان
 بين از) درصد 25/14( نمونه 5 تعداد اين از. شد مشاهده بيماران

 بيمار 25 بين از) درصد 40( نمونه 10 و CLL به مبتلا بيمار 35
 شماره در جدولافراد اطلاعات دموگرافيك . بودند ALL به مبتلا

از لحاظ آلودگي به ) درصد 75( نمونه 45. نشان داده شده است 3
HPV نمونه از گروه شاهد نيز هيچ نمونه  30در سرم . دندمنفي بو

كاي نشان داد كه بين مجذور آزمون آماري . مثبتي يافت نشد
 دار وجود داردهاي بيماران و گروه شاهد اختلاف معنيگروه

)001/0=P) (به آلوده افراد گروه). 4شماره  جدول  HPV و افراد
به بيماري و سابقه غيرآلوده ازنظر جنسيت، سن، مدت زمان ابتلا 

 كاي مورد بررسي قرارمجذور استفاده از آزمون  تزريق خون با
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خيرخواهو  رنجبر زيدآبادي
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-احتمالي خطر عوامل روي شده انجام آماري هايبررسي .گرفتند

نشان داد كه بين جنسيت، سن و مدت زمان  HPVساز ابتلا به 
 5شماره  هايجدول(اري وجود ندارد دمعنيابتلا به بيماري رابطه 

 و خون دريافت سابقه HPVبه  آلوده افراد درصد 26/73 ).6و 
 كايمجذور  آزموننتايج  اساس بر كه داشتند خوني هايفرآورده

نتايج . دار بوديمعن ≥05/0Pسطح   دراختلاف با گروه كنترل 
 HPV18نمونه  3و  HPV16نمونه  7كه نشان داد  PCR آزمون

 ها هر دومونهكدام از نلازم به ذكر است كه در هيچ. وجود دارد
  ). 1شماره  شكل( مشاهده نشد HPV نوع

   
  مطالعه در استفاده مورد پرايمرهاي - 1 شماره جدول

اندازه محصول ژن     توالي پرايمر  هاژن

MY09/MY1  5' CGTCCACAAGAGGGATACTGATC3'  F bp450  
5' GCACCAGGGATCATAACTAATGG3'  R  

HPV16  5' ACTACACTTTCGGGTGGCTTGG3'  F bp 217  
5' CAGTATAAGCGCCAGTTTCATC3  R 

HPV18  5' CTTTCGGGTGGCACTACATTGG3'  F bp100  
5' AAGCGCCAGCAGTATTTTCATC3'  R 

  

  مورد استفاده در مطالعه حاضر PCR زماني و دمايي برنامه - 2 شماره جدول
  

  تعداد چرخه  زمان  دما  مرحله

  1  دقيقه C˚95  5  دناتوراسيون اوليه

  ن ثانويه اتصال پرايمرهادناتوراسيو
  گسترش اوليه

C˚95  40 ثانيه  
40  C˚58  1 دقيقه  

C˚72  2 دقيقه  

  1  دقيقه C˚72  7  گسترش ثانويه
  

  هاي مطالعهاطلاعات دموگرافيك گروه - 3 شماره جدول
  گروه          

  متغير        
  

  مورد
60 =n  

  شاهد
30=n  

P  انحراف معيار  ميانگين  

  سابقه دريافت خون
  0  41)100(  بله

035/0  
    

  30)22/61(  19)78/38(  خير

  جنس
  15)27/27(  40)73/72(  زن

001/0  
  15)85/42(  20)15/57(  مرد

  22/20  35          سن
  

  

  هاي مطالعهگروه بين HPV به آلودگي فراواني توزيع - 4شماره  جدول
 PCRنتايج تست 

  هاگروه
  منفي  مثبت

CLL 
35 =n )27/14(5  )5/85(30  

ALL 
25 =n )40(10  )60(15 

  كنترل
30=n  

0  )100(30  

  
  جنسيت تفكيك به غيرآلوده گروه و HPV به آلودگي فراواني توزيع - 5شماره  جدول

  گروه          
  جنس   

  شاهد مورد
 ويروس به آلودگي فاقد  ويروس به آلوده  ويروس به آلودگي فاقد  ويروس به آلوده

  15% )  100(  0 29%)  5/72( 11%)  5/27( زن
  15%) 100(  0 16%)  80( 4%) 20( مرد
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  سني هايرده برحسب غيرآلوده گروه و HPV به آلودگي فراواني توزيع - 6شماره  جدول
  گروه              

  سن
  مورد  شاهد

  ويروس به آلوده  ويروس به آلودگي فاقد  ويروس به آلوده  ويروس به آلودگي فاقد
20-1  )100(10  0  )65 (13  )35(7  
60-20  )100(10  0  )75(15  )25(5  
  3)15(  17) 85(  0  10)100(  سال 60 از بيشتر

  

  
 آغازگر از استفاده با PCR محصول الكتروفورز ژل -1شماره  شكل

ماركر، كنترل مثبت، كنترل : M: از چپ به راست .HPV اختصاصي
،  HPV16ت از لحاظ حضور ژنبمث 4و  3، 2، 1هاي منفي، نمونه

 HPV18مثبت از لحاظ حضور ژن  6و  5هاي مونهن

  
  بحث

نمونه بيماران مبتلا به سرطان خون  60 روي حاضر مطالعه
 كرمان در )ALLنمونه مبتلا به  CLL ،25نمونه مبتلا به  35(

ر حضو دهندهنشان بررسي اين در PCRآزمايش  نتايج .شد انجام
HPV16  وHPV18 در .بود درصد 98/19و  62/46ترتيب به 

نمونه خون از مردان  180 ،گرفت صورت استراليا در كه ايمطالعه
توسط خدمات خون صليب ) ساله 18- 76(سالم اهداكننده خون 
ژنومي،  DNAبعد از استخراج  .آوري شدسرخ استراليا جمع

و  PCRبا استفاده از روش  HPVحضور  صها براي تشخينمونه
هاي مثبت، در نمونه ه وجفت پرايمرهاي اختصاصي ارزيابي شد

 .يابي مشخص گرديدبا استفاده از كلونينگ و توالي HPVنوع 
HPV  طيف . اهداكنندگان خون گزارش شد درصد 3/8در
ها مشاهده گرديد   PBMCاز HPV اي از انواع مختلف گسترده

كه شامل پاپيلوما ويروس گاما و پاپيلوما ويروس آلفاي مخاطي 
هاي بدون علامت مشخصي در عفونت ها معمولا HPVاين . بودند

هاي سلولتكدر  HPVمطالعه ديگر يك  در ].19[ شونديافت مي
 HIVبيمار مبتلا به  57از ) PBMCs(خون محيطي منجمد شده 

 HPV اهدا كننده خون براي گروه 3بيمار و  8شناسايي گرديد كه 
 تقالان واسطهبهنفر  7بيمار،  8از ميان . مثبت گزارش شدند 16نوع 

ها داده اين .بودند HPVمبتلا به ) سه نفر مبتلا به هموفيلي(خون 

 اين و باشند HPV هايحامل توانندمي ها PBMC كه داد نشان
 چندين آزمايش نشان ].16[ دهند انتقال خون طريق از را ويروس

در خون محيطي بيماران مبتلا به سرطان دهانه  HPVند كه اهداد
ر پلاسماي بيماران مبتلا به سرطان دهانه دنيز و  ]25- 20[ رحم

د كه ندهمطالعات ديگر نشان مي .]14،26[ رحم وجود دارد
ممكن است عامل خطر براي  HPVپيك يتتغييرات توالي اينترا

تليالي و انواع مختلف سرطان گردن داخل اپي يكتپيشرفت نئوپلاس
حالت فيزيكي  و همكاران Slawa Szostek .]27[ رحم باشد

تليال دهانه رحم را در ضايعات داخل اپي 16تيپ  HPVيروس و
و به اين نتيجه رسيدند كه عوامل متعددي به تداوم  هبررسي كرد

HPV كه از آن  كندو پيشرفت آن در سرطان گردن رحم كمك مي
يا  HPVعلت عفونت با توان به سركوب سيستم ايمني بهجمله مي

هاي نگام زندگي جنسي، روشها، شروع زودهارگانيسمساير ميكرو
عفونت  و هورموني بلند مدت پيشگيري از بارداري، سيگار كشيد

 همكاران ومشكات  .]26[ هاي مقاربتي اشاره كردبا ساير بيماري
هاي در نمونه 18و  16تيپ  HPVپژوهشي در مورد تشخيص 
تيپ  200بيش از در مطالعه آنها . دسرطان گردن رحم انجام دادن

HPV هاي براساس توالي دادهDNA  ژنومي شناخته شده است
نمونه  120و گرديده خوبي مشخص به آنها نوع از 85 توالي كه

- به همكاران و  Ho].27[ ندبودهاي جديد و بالقوه تاحدي ژنوتيپ

 بيماران محيطي خون ،52 و 18 ،16 نوع HPV تشخيص منظور
 Real Time PCR   از استفاده با رحم را دهانه سرطان به مبتلا
 گردن سرطان به مبتلا بيمار 60بين  از. دادند قرار د ارزيابيمور

 مثبت خون هاينمونه در HPV آزمايش نتايج درصد در 27 رحم،
 HPV ، 3-5شده است كه برآورد ،بنابراين .]28[ شد گزارش
پيشنهاد  .]29،30[ كندهاي انساني را ايجاد مياز همه سرطان درصد

- بزرگ يجامعه آماردر  رتكوهو صورتبه پژوهشيك  گرددمي

 به ابتلا مرتبط عوامل مورد در رانيمختلف ا هاياستان در و تر
و نحوه  سرطان سازتا بتوان عوامل خطر گيرد انجام حاد لوسمي

  .داد تر مورد بررسي قرارقيدقرا از سرطان  رييشگپي
  

  گيري نتيجه
 پرايمرهاي با PCR روش كه داد نشان مطالعه اين
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خيرخواهو  رنجبر زيدآبادي
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 براي دقيق و مناسب روشي 18 و 16 ويروس يلوماپاپ اختصاصي
  . است انساني پاپيلوماي ويروس تشخيص

  
  و قدردانيتشكر 

 كارشناسي نامهپايان ازحاصل نتايج بخشي  مقاله اين

 دانشگاه در 31/6/1396 تاريخ در كه باشدمي ميكروبيولوژي ارشد
 بر همقال نويسندگان. است رسيده تصويب به سيرجان اسلامي آزاد
- ميكرو بخش محترم پرسنل و همكاران از كه دانندمي لازم خود

 سركار همچنين و سيرجان واحد اسلامي آزاد دانشگاه بيولوژي
  .نمايند تشكر و تقدير نژاد معصومعلي زهرا خانم
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