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Abstract 
Introduction: Contamination with high-risk human papillomavirus (HPV) is one of the 
most important risk factors for developing cervix cancer. Since there is no possibility of 
detecting the virus and its subtypes by using serological methods and cell culture, the 
molecular methods such as multiplex PCR have particular importance in accurate, early 
and definite diagnosis of this virus. So, in this research, our goal is to use a proprietary 
multiplex PCR assay based on HPV-16 and HPV-18 of human papillomavirus for 
molecular recognition of HPV and to evaluate its prevalence in cervix cancer patients. 
Materials and Methods: In this experimental study, after collecting samples from 
malignant cervical lesions of the 60 patients, the viral DNA was extracted and multiplex 
PCR was done by specific primers of human papillomavirus in all samples. After the 
analysis of multiplex PCR products by 1% agarose gel electrophoresis, specificity of the 
test was also evaluated. 
Results: Among 60 samples, 19 cases were confirmed to be positive for HPV 
contamination and 41 cases were negative. Therefore the prevalence of HPV 
contamination was reported 30% in this population. 
Conclusions: This study showed that Multiplex PCR by specific primers for HPV-16 and 
HPV-18 of human papilloma virus is a proper and accurate method for detection of this 
virus and the results also confirm the previous reports of correlation between HPV and 
cervical carcinoma in Iranian population. 
Keywords: Cancer of Cervix, Human Papilloma Virus, Multiplex PCR Method 
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مقاله پژوهشی 1396 پاییز، 1 شماره، 3دوره « پژوهش سلامت»مجله 

 
 

 53-92؛ صفحات یک؛ شماره سهمجله پژوهش سلامت؛ دوره 

 به مبتلا بیماران بافتی هاینمونه در انسانی ویروس پاپیلوما مولکولی شناسایی

 چندگانه PCR روش به رحم دهانه سرطان

 *،2 زاده زینتی رضا محمد ،1 نژاد معصومعلی زهرا
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.است محفوظ معاونت پژوهش بیمارستان بقیه الله یبرا نشر حقوق یتمام

 چکیده

 با که جا آن از. باشدمی رحم دهانه سرطان بروز در مهمی فاکتور پاپیلوماویروس خطر پر انواع با شدن آلوده :مقدمه

 مولکولی هایروش ندارد، وجود آن انواع و ویروس این تشخیص امکان سلولی، کشت و سرولوژیک هایروش از استفاده

 لذا. هستند برخوردار ایویژه اهمیت از ویروس این زودهنگام و قطعی دقیق، تشخیص در چندگانه PCR جمله از

 جهت انسانی، 17 و 16 پاپیلوماویروس روی بر اختصاصی چندگانه PCR سنجش یک از استفاده پژوهش، این از هدف

 .باشدمی بیماران هاینمونه در آن فراوانی بررسی و پاپیلوماویروس مولکولی تشخیص

 DNA مختلف، بیماران رحم دهانه بدخیم ضایعات از نمونه آوریجمع از پس تجربی، مطالعه این در ها:مواد و روش

 روی بر انسانی، پاپیلومای ویروس اختصاصی پرایمرهای با چندگانه PCR و شد استخراج بالینی نمونه 63 ویروسی

 اختصاصی درصد، 1 آگارز ژل روی بر شده تولید چندگانه PCR محصولات بررسی از پس. گرفت انجام فوق هاینمونه

 .گرفت قرار ارزیابی مورد نیز تست این بودن

 که بودند منفی مورد 91 و مثبت پاپیلوماویروس ویروس به آلودگی نظر از مورد 19 بیمار، نمونه 63 میان از :هایافته

 گزارش( درصد 33 حدود) رحم دهانه کانسر دچار بیماران از جمعیت این در ویروس این وجود فراوانی از حاکی

 .گردید

 روشی 17 و 16 پاپیلوماویروس اختصاصی پرایمرهای با چندگانه PCR روش که داد نشان مطالعه این گیری:نتیجه

 ارتباط بر مبنی پیشین هایگزارش موید هایافته این و است انسانی پاپیلومای ویروس تشخیص برای دقیق و مناسب

 .باشدمی ایرانی بیماران در رحم دهانه سرطان و انسانی پاپیلوماویروس میان

 چندگانه PCR روش انسانی، پاپیلومای ویروس رحم، دهانه سرطان: کلیدی کلمات
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مقدمه

 در سرطان اثر در ریم و مرگ علت نیدوم رحم دهانه سرطان

 در دهانه رحم سرطان به ابتلا میزان. باشدیم زنان نیب

 نشدن گذاشته اجرا به علت به توسعه، درحال کشورهای

. [1]باشد یم افزایش به رو بتدریج ،مؤثر غربالگری یهابرنامه

 سرطان و پستان سرطان به مبتلا نفر کی زن، 7 هر از باًیتقر

 کامل برداشتن به منجر اوقات اغلب در که باشدیم رحم دهانه

 هورمون و درمانی پرتو درمانی، شیمی رحم، و پستان بافت

 اصلی علل از یکی یافته توسعه کشورهای در. گرددیم درمانی

 تا 73 در که است رحم دهانه و پستان سرطان زنان میر و مرگ

 وجود این با. [3, 2] است ناشناخته آن اصلی علل موارد 73%

 جنسی شرکای داشتن قبیل از دیگری کننده مستعد عوامل

 یهاقرص مصرف ایمنی، سیستم نقص وجود متعدد،

, 9]دارند سیگار در بروز سرطان دهانه رحم نقش  و ضدبارداری

 نیا جادیا یطیمح علل نیتر شده شناخته و نیتر. مهم[7

 سال در که باشدیم( HPV) یانسان لوماییپاپ روسیو سرطان،

 رحم دهانه سرطان بروز یاصل عامل عنوان به لادییم 1983

 جهان سراسر در گرفته صورت مختلف مطالعات و دیگرد یمعرف

 وویروس پاپیلومای انسانی انیم قوی ارتباط دهنده نشان

 الیتلیاپ یهاسلول در یسرطان و یسرطان شیپ راتییتغ

 علل از یکی عنوان به یانسان یلومایپاپ روسیو. [6] باشندیم

 شناخته دهانه رحم سرطان منجمله تال،یآنوژن یهاسرطان

 پاپیلومای ویروس از مختلف تیپ 133 از بیش. [9-8]شود یم

 میان از. است شده شناخته مولکولی یهاروش کمک با انسانی

درصد  %83 حدود HPV 17و  16HPVمختلف  یهاپیت

 آنوژنیتال نواحی در بخصوص مخاطی، یهایآلودگ سبب

 که رسدیم نظر به ضروری اساس این بر .[11, 13]باشند یم

 به جمعیت هر در ویروس پاپیلومای انسانی تیپ نیترعیشا

 طراحی برای هاآن از بتوان تا گردیده تعیین صورت جداگانه

نهایت  در و بیماری مدیریت ،مؤثر گری غربال یک برنامه

 ویاشایع  ویروسی یهاپیت برعلیه هدف جمعیت واکسیناسیون

 که جا آن از کرد. زنان استفاده همه برای پروفیلاکسی عنوان به

 امکان سلولی، کشت و سرولوژیک یهاروشاز  استفاده با

 تشخیص در ندارد، وجود آن انواع و این ویروس تشخیص

 از مولکولی یهاروش ویروس، این و زودهنگام قطعی دقیق،

. و [12]هستند  برخوردار یاژهیو اهمیت از PCRجمله 

مانند  نوین یهاکیتکن اعمال با حتی نیز مطالعات مورفولوژیک

Liquid-based برای  بالایی خیلی حساسیت تنهایی به

 PCRپژوهش، از روش  این در . لذا[13]ندارند  تشخیص

 ویروس پاپیلومای انسانیمولکولی  تشخیص منظور چندگانه به

گرفت. باتوجه به  رحم صورت گردن سرطان به مبتلا در بیماران

پرخطر بوده و عامل  HPV 17و  HPV 16ی هاپیتاینکه 

به موقع و  ، به منظور تعیینباشدیماصلی سرطان دهانه رحم 

 مولکولی شناسایی درمان سریع این سرطان در این پژوهش به

 به مبتلا بیماران بافتی یهانمونه در انسانی ویروس پاپیلوما

 پرداخته شد. Multiplex PCR روش به رحم دهانه سرطان

 روش کار

 نمونه 63تعداد  ،شد منجاا تجربی روش به که مطالعه ینا در

 از مختلف رانبیما حمر هانهد بدخیم تضایعا به طبافتی مربو

 آوری جمع استان البرز سطح در شناسی سیبآ یهاشگاهیآزما

 ریتجا کیت از دهستفاا با ،سیویرو DNA اجستخرا .یددگر

 ،بالینی نمونه 63 از (هکر ون،ینتراسید )ا نوکلئیک اجستخرا

 نانومتر 263 جمو لطو در هشد اجستخرا یها. نمونهشد منجاا

 نسبت سساا بر نهاآ صخلو انمیز و شدند سیربر

A260/A280 گرفت. تست  ارقر یابیارز ردموPCR تیک با 

Master mix  شرکت(Takara ،انجام )شد. دراین ژاپن 

 پرایمرهای و( MY09/MY1) عمومی پرایمرهای از تحقیق

ویروس  شناسایی جهت( HPV 17و  16HPV) یاختصاص

 باندهای اندازه همچنینو  شد استفادهپاپیلومای انسانی 

است  گردیده ذکر 1 جدول در الکتروفورز ژل روی بر محصولات

 27نهایی  حجم چندگانه در PCRانجام  جهت. [19]

 7/12کردن  از مخلوط اپندروف یهالوله در میکرولیتر

 73ا غلظت ب DNAمیکرولیتر از  3میکرولیتر مسترمیکس، 

 ازپرایمر و آب مقطر استریل استفاده شد و pmol13 نانوگرم،

 طبق برنامه زیر انجام گردید. واکنش PCRواکنش  همچنین

PCR 16ژن  شناسایی برای چندگانه HPV  17و HPV :

 دقیقه، 7سیلسیوس به مدت  درجه 97واسرشت اولیه در دمای 

 97 شامل چرخه هر که دمایی چرخه 93 آن دنبال به سپس

 به سلسیوس درجه 77 ثانیه، 93 مدت به سلسیوس درجه

 دقیقه که 2 مدت به سلسیوس درجه 82 و دقیقه 1 مدت

 اتصال ثانویه، واسرشت مراحل به اختصاص ترتیب به هرکدام

 درجه 82 در نهایی مرحله .بود اولیه گسترش و پرایمر،

آزمایش  انجام از پس .گرفت صورت دقیقه 8 مدت به سلسیوس

PCR  چندگانه محصولاتPCR بافر در  %1، در ژل آگارزx1 

TBE  براساس  و الکتروفورز شد 93دقیقه با ولتاژ  63به مدت

در دستگاه  چندگانه PCRمحصولات  که باندی

Geldocument قرار گرفتند. بررسی مورد شد، مشاهده 

 هاافتهی

 استفاده از چندگانه با PCRاختصاصیت  تست نتیجه

 یاختصاص پرایمرهای و( MY09/MY1) عمومی یمرهایپرا

(16HPV  17و HPV )ویروس پاپیلومای  شناسایی جهت
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نمونه(،  63) چندگانه PCR نتایج براساس شد. استفادهانسانی 

 مثبتویروس پاپیلومای انسانی  وجود نظر از( %6/31) نمونه 19

گزارش  یمنف ( ویروس پاپیلومای انسانی%9/67) نمونه 91 و

نمونه از نظر  11 ،ویروس پاپیلومای انسانی نمونه 19 از .شد

مثبت  HPV 17 نمونه از نظر وجود 7 و HPV 16 وجود

ویروس عفونت  فراوانی میزان دیگر عبارت به (.1تصویر )بودند 

درصد گزارش  33حدود  جمعیت این در پاپیلومای انسانی

 (.2تصویر گردید )

 

 پرایمرهای مورد استفاده در این مطالعه :1جدول 

Sequence Primers 

Product size: 450 bp MY09/MY1 
5' CGTCCACAAGAGGGATACTGATC3'  

5' GCACCAGGGATCATAACTAATGG3'  

Product size: 217 bp 16 HPV 
5' ACTACACTTTCGGGTGGCTTGG3'  

5' CAGTATAAGCGCCAGTTTCATC3'  

Product size: 100 bp 18 HPV 
5' CTTTCGGGTGGCACTACATTGG3'  

5' AAGCGCCAGCAGTATTTTCATC3'  

 

 
 رحم دهانه بافتی نمونه 63 در( HPV 17و  16HPV) انسانی ویروس پاپیلوماچندگانه  PCR نتایج :1تصویر 

 

 
: کنترل مثبت Pمارکر،  M:.%1بر روی ژل  (HPV 17و  16HPVپاپیلوما ویروس انسانی ) چندگانه PCRبررسی محصول  :2تصویر 

ی هاچاهک، HPV 17ی مثبت هانمونه 7و  1ی ها: کنترل منفی، چاهکN(، HPV-18=100bp و HPV-16 = 217bpپلاسمید )

 نمونه منفی. 9چاهک ، HPV 16ی مثبت هانمونه 8و  6و  7و  3و  2
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بحث

 در کشورهای در سرطان نوع نیترعیشا رحم دهانه سرطان

 مورد 933333 از بیش سالانه. رودیم بشمار توسعه حال

 یهاسرطان %12 تقریباً که گرددیم گزارش جهان در بدخیمی

 حاضر مطالعه در .[17] گرددیم شامل را زنان بین در شایع

 عفونت حضور بررسی منظور به رحم دهانه سرطانی بافتهای

 چندگانه PCR روش با و آوری جمع انسانی پاپیلومای ویروس

(M-PCR )دهنده است که نشان گرفته قرار بررسی مورد 

انسانی است.  پاپیلوما ویروس با درصدی 33 آلودگی میزان

حدود  در رحم دهانه کارسینوم مهاجم سالیانه شیوع میزان

درصد در زنان برای  28در زنان برای تمام سنین و  درصد 3/18

 در که یامطالعه دو .[16] باشدیمسالگی  23سنین بالای 

 در را HPVمربوط به  DNAبود  شده کلمبیا انجام و اسپانیا

 هم .[19-18]بودند از موارد بیمار تشخیص داده  %87حدود 

 کنگره سومین در که همکاران و نیاکان طی گزارش چنین

 و علوم پزشکی دانشگاه ایران در سراسری میکروبیولوژی

 موارد گردید، میزان ارائه همدان درمانی و بهداشتی خدمات

رحم  دهانه در ضایعات ویروس پاپیلومای انسانیژنوم  مثبت

 هیبریداسیون روش از آن مطالعه در البته گزارش شد که 83%

 ی نشان دادامطالعهی هاافتهی .[23]بود  شده استفاده مولکولی

 برابر 7 سرطان این شیوع بودند کرده زایمان بار 12 که زنانی

 هماند. داشته زایمان بار سه حداکثر که بود زنانی از بیشتر

 سالگی 19 از بعد که زنانی در آن شیوع میزان چنین

 زنانی از کمتر برابر دو بودند کرده آغاز را جنسی یهاتیفعال

 داشتند سال 17 از کمتر جنسی فعالیت آغاز زمان در که بود

 تاکنون که بسیاری شاهدی مورد مطالعات اساس بر. [22, 21]

 عامل بعنوانویروس پاپیلومای انسانی  با عفونت گرفته انجام

 تناسلی ناحیه تلیال اپی در بدخیمی و نئوپلازی توسعه اصلی

 یهاپیت با پایدار عفونت که زمانی بویژه و است شده شناسایی

 خواهد بارزتر مسئله این باشد گرفته صورت ویروس این پرخطر

 سرویسیت، فیفخ فرم به دهانه رحم ضایعات .[23]بود 

 LSIL: Low-Gradeخفیف ) صورت به تلیالی اپی ضایعات

Squamous Intraepithelial Lesion) شدید ) وHSIL: 

High-Grade Squamous Intraepithelial Lesion) و 

ویروس پاپیلومای انسانی  با عفونت از ناشی سرطان دهانه رحم

 بندی طبقه طبق بر ضایعات این. باشد داشته وجود تواندیم

Bethseda صورت به CINII، CINI و CINIII یا CIS 

ویروس پاپیلومای انسانی  تیپ نیتر. معمولشودیم بندی طبقه

 معمول نیز 17 و 16 تیپ با عفونت اما هستند، 11 و 6 انواع

 توسط رحم، سرطان موارد از %99 از بیش .[26-29] باشدیم

 هاییاروپا مطالعات. دهدیم ویرویروس پاپیلومای انسانی 

. [28]شده  متمرکز HPV 17و  HPV 16انواع  روی بر عمدتاً

Meshkat دمور در پژوهشی 2336 سال در همکاران و 

 روش با 17 و 16 نوع انسانی پاپیلومای ویروس تشخیص

RFLP PCR پارافین با رحم گردن سرطان یهانمونه در 

ویروس پاپیلومای  تیپ 233 از بیش. دادند انجام شده جاسازی

 77 که است شده شناخته ژنومی DNA توالی براساسانسانی

 تیپ 123 و مشخص خوبی به ویروس پاپیلومای انسانی از تیپ

 و Stamenkovic. [27]هستند  جدید های ژنوتیپ دارای

 در انسانی پاپیلومای ویروس توزیع 2316 سال در همکاران

ویروس ژنوتیپ. کردند بررسی را رحم گردن سرطان بافت

 6. شد مشخص مثبت نمونه 32 تا 19 درپاپیلومای انسانی 

 که داشت وجود 16/17/33/97/73/77 شامل پرخطر ژنوتیپ

 نوع) دیگر انواع. بودها آن نیترعیشا HPV 16 انیم این در

 یک در(. %26/7) شد پیدا مورد یک در( 77 ،97 ،33 ،17

 .[29]شد  مشخص HPV 73و  16HPV نوع دو بافت نمونه

 ویروس عفونت فراوانی 1377 سال در همکاران و کیهانی

 PCR روش به رحم دهانه بدخیم ضایعات در انسانی پاپیلومای

 پیش ضایعات از نمونه 133. دادند قرار بررسی مورد را چندگانه

 DNA استخراج. شدند انتخاب رحم دهانه سرطانی و سرطانی

 PCR. گرفت انجام استاندارد روش با پارافینی یهابلوک از

 و پذیرفت صورت پرایمر جفت دو از استفاده با چندگانه

 در. شد برده %7 آمید آکریل پلی ژل روی بر PCR محصولات

 83رحم، دهانه سرطان به مبتلا بیمار 133 انیم از جمعیت این

. بودند منفی مورد 28 و مثبت HPV عفونت نظر از نفر

 بر مبنی پیشین یهاگزارش مطالعه، این از حاصل یهاافتهی

 را رحم دهانه سرطان وویروس پاپیلومای انسانی میان ارتباط

 1378 سال در همکاران و بنیادی جبارپور .[33]کرد  تقویت

 به انسانی پاپیلومای ویروس انکوژن انواع تعیین روی بر تحقیقی

 در رحم دهانه سرطانی ضایعات در چندگانه PCRروش 

 نمونه تحقیق این در. دادند انجام ایران غرب شمال منطقه

 وجود نظر از پارافین در محصور و فرمالین در شده تثبیت

DNA یهاپی)ت یویروس پاپیلومای انسان شایع تیپ چهار 

 مورد اختصاصی PCR سری دو از استفاده با( 16،17،31،33

 با همزمان عفونت حضور که داد نشان نتایج. گرفتند قرار آزمون

 نسبتاً شیوع نیز وویروس پاپیلومای انسانی  انواع از برخی

 مطالعه، مورد جمعیت در ویروس این انواع از برخی متفاوت

 و غربالگری جهت آینده یهایزیر برنامه گشای راه تواندیم

 دور، چندان نه یاندهیآ در و مهم بیماری این مدیریت

 مطالعه در .[31]باشد  شایع یهاپیت علیه بر واکسیناسیون

Kan روش با را اندوسرویکس سرطان نمونه 73 همکارانش و 

PCR 16انواع  برایHPV  17و HPV  33و HPV مورد 

 رحم سرطان نمونه دو را HPV 17ژنوم  و دادند قرار بررسی
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 مورد 29 نمونه، 73 مجموع از. نمودند مشاهده استرالیایی زنان

. [32]بودند  مثبتویروس پاپیلومای انسانی  برای( 97%)

Vidal ویروس  ژنوتیپ توزیع 2311 سال در همکاران و

 در رحم گردن سرطان و اپیتلیال داخل درپاپیلومای انسانی 

 تست و رحم دهانه سیتولوژی. کردند بررسی را تانزانیا زنان

 تانزانیای زنان از نفر 217 میان درویروس پاپیلومای انسانی 

 قبایل از %33 و Chaga قبایل از %77 که گرفت انجام شمالی

. بود ترتیب به 2/77 و 8/99ها آن متوسط وسن بودند دیگر

 و شد داده تشخیص CIN از %68 درویروس پاپیلومای انسانی 

 های ژنوتیپ شده شناساییویروس پاپیلومای انسانی  از 73%

hrHPV) high-risk HPV ).ویروس  خطر پر انواع بودند

 %87 در مورد چند یا یک در عفونت عنوان بهپاپیلومای انسانی 

 22اپیدمیولوژیکی در  مطالعات. [33] شد یافت ICC موارد از

 در تواندیمhrHPV (high-risk HPV ) کشور نشان داد که

 وجود داشته باشد. رحم دهانه سرطان مشخص موارد 8/99%

hrHPV ایالات در رحم دهانه ضایعات از %93 حدود در 

 در همکاران و . نیاکان[39]شد گزارش  مثبت آمریکا متحده

دهانه  سرطان ضایعات در انسانی پاپیلومای ویروس 1389 سال

 این در. کردند بررسی را مولکولی هیبریداسیون روش با رحم

 از استفاده با ویروس پاپیلومای انسانی یهاپیت تنوع تحقیق

 :ISHتکنیک ). گردید تعیین مولکولی هیبریداسیون روش

Insitu Hybridization) شده نشاندار پروب های و مواد با 

 مطالعات که داد نشان هاافتهی این. گردید انجام بیوتین با

 پذیر امکانسانی ویروس پاپیلومای ان ژنوم شناسایی در مولکولی

 HPV 16 روسیو ایرانی زنان رحم دهانه یهاسرطان از و بوده

 رحم به دهانه سرطان در .[37] گرددیمجدا  HPV 17و 

 گیری، پیش اثرات مربوطه، بافت بودن دسترس در علت

 میر و مرگ میزان کاهش بر موقعبه  درمان و زودرس تشخیص

 دنیا به علمی مراکز توجه اخیر، یهاسال طی .[36]است  مؤثر

است  یافته افزایش پاپیلومای انسانیویروس  ضد واکسن دتولی

به  مبتلا یهابافت در ویروس بالای نسبتاً وفور به توجه با .[33]

 جمعیت در ضد ویروس واکسن از آینده در توانیم سرطان،

 در اینترفرون از داروهای انواعی چنین هم .کرد استفاده پرخطر

 ویروس پاپیلومای انسانیعفونت  با مرتبط ضایعات درمان

 درمان، تشخیص این از استفاده . لازمه[33] شودیماستفاده 

 که رسدیم نظر به لذا ت؛مبتلاس یهابافت در عفونت وجود

 ضایعات در هایبررسسایر  همراه به مولکولی یهاشیآزما انجام

 اسمیرهای و حتی رحم دهانه سرطانی و سرطانی پیش

ویروس مشکوک به عفونت  اسمیر( که پاپ) نالیکوواژیسرو

 حاضر مطالعه در .است ضروری هستند، پاپیلومای انسانی

ویروس  رحم دهانه سرطان به مبتلا بیماران از 6/31%

 و علایم ویروس این کهیآنجائ از. بودند مثبتپاپیلومای انسانی 

 به تشخیص ایران، در آن بالای شیوع توجه با و ندارد یانشانه

 پیش یهازخم تبدیل از تواندیم آن سریع درمان و موقع

 یها. روشنماید جلوگیری پیشرفته سرطان به سرطانی

 برای مطمئن و سریع روش تواندیم PCR مانند مولکولی

باشد. امروزه برای  بیماری اولیه مراحل در بیماری تشخیص

درمان سرطان دهانه رحم در اغلب اوقات برداشتن بافت رحم، 

 .شودیمشیمی درمانی، پرتودرمانی و هورمون درمانی استفاده 

 سپاسگزاری

 موسسه محترم ریاست و کارکنان تمامی از است لازم اینجا در

 شانیهامساعدت خاطر به کرج سازی سرم و واکسن تحقیقات

 .نماییم قدردانی و تشکر
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