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 چكيده
ن  :زمينه در    مثانه   سرطانايجاد  های ويروسي در  عفونت  شقسرطان مثانه ششمين سرطان شايع در مردان و دهمين نوع سرطان در زنان است. 

  اثباتهای انساني  سرطاناز  عنوان کوکارسينوژن در برخي  ه ب  (EBV)های اخير بسيار مورد بحث قرار گرفته است. نقش ويروس اپشتن بار  سال

 باشد. مي  در تومورهای مثانه در استان بوشهر EBV، بررسي مولكولي پژوهششده است. لذا هدف اين 

افراد مبتلا به سرطان    مثانه   بافت  هایيوپسي . جمعيت مورد مطالعه شامل باست  تحليلي   -پژوهش حاضر يک مطالعه توصيفي  ها:روش  و  مواد

بيمارستان شهدای خليج به  بافتفارس بوشهر مي مثانه مراجعه کننده  مثانه   باشد.  به    بيوپسي  مثانه    181پارافينه مربوط  به سرطان  با  بيمار مبتلا 

سني يم بافت  30  تعداد  همچنينو    52/64±78/13  انگين  کنترل  مثانه   نمونه  گروه  عنوان  به  پارافين  ،غيرسرطاني  از  تخليص  بعد  و  زدايي 

آزمون،  اسيدنوکلئيک گرفتند.  جهت  قرار  بررسي  مورد  مولكولي  مهارکنندهه ب های  از عدم حضور  اطمينان  ژن    PCRهای  منظور  ابتدا شناسايي 

افزار  در پايان از نرمانجام گرديد.    nested PCRبا روش    EBVويروس    BKRF1عنوان کنترل داخلي و سپس شناسايي ژن  ه ب   ي ن بتاگلوبين انسا

SPSS  های آماری استفاده شد.ها و آزمونجهت تجزيه تحليل داده 26ويرايش 

آلوده بودند، ولي رابطه آماری معناداری ميان سن،    V BEويروسدرصد( با    9/3مورد )  7مورد مطالعه،    مثانه   کارسينوم  بافت  181از    ها:افته ي

تومور   درجه  و  مرحله  نمونه  با  جنس،  شدن  نظر  مثبت  نگرديد  EBVويروساز  هيچهمچنين  (.  p>05/0)  مشاهده  نمونه در  از  های  کدام 

کنترل  گروه  و    مثانه   سرطانماران  يببين گروه    EBVاختلاف شيوع    ، ، با اين وجودشدن  شناسايي   EBVگروه کنترل ويروس  عنوان  ه غيرسرطاني ب

وجود  بيانگر  و رسم درخت فيلوژنيک    BKRF1ژن    nested-PCRمحصولات    يابي همچنين نتايج توالي   (. p=33/0)  دار نبوداز نظر آماری معني 

 باشد. مي های مثبت در نمونه  1تايپ  EBVويروس 

،  های غيرسرطاني بودهای سرطاني بيشتر از نمونه در نمونه   EBVعفونت  صد  ر دحاضر و با وجود اينكه    مطالعه  هایاساس يافته   بر  گيری:نتيجه 

ديگری   خطر احتمالاً در جمعيت مورد مطالعه ما عواملو  باشد بوشهر در استان  سرطان مثانه ثری در ايجاد ؤعامل م EBVکه ويروس بعيد است 

اتيولوژی تومور    زاو ساير عوامل ويروسي سرطان  دخانياترف  صممشاغل پرخطر،    از کشور،  آلودگي روزافزون هوا در اين منطقه   همانند در 

 مثانه نقش دارد. 

 استان بوشهر، nested PCRسرطان مثانه، ويروس اپشتن بار،  کليدی: واژگان
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 مقدمه
مثانه دهمین    (urinary bladder cancer)  تومور 

سرطان شایع در دنیا و ششمین سرطان شایع در مردان  

شود که  ها را شامل می کل بدخیمی  ددرص  3باشد و  می

. تخمین زده  (1)تر از زنان است  برابر شایع  4در مردان  

که   در کشوری  دارد سالانه    250شده  میلیون جمعیت 

هزار مورد جدید ابتلا به سرطان مثانه   75تا    65حدود  

علت  ها به  هزار نفر از آن   15تا    13شود که  گزارش می

.  (2)دهند  خود را از دست می  ابتلا به این تومور جان

از  بیشتر  توسعه  حال  در  کشورهای  در  مثانه  سرطان 

و سن شروع    ( 4و    3) باشد  کشورهای توسعه یافته می

می دهه چهارم  از  بیماری  دهه ششم،  این  در  که  باشد 

می خود  میزان  بیشترین  به  هشتم  و  . (3)رسد  هفتم 

از   سرطان   90بیش  از  بصورت درصد  مثانه  های 

سلولکارسینوم انتقالی های   های 

(Transitional Cell Carcinomas-TCCs )

های یوروتلیال باشد که اکنون به آن کارسینوم سلولمی

(Urothelial Cell Carcinomasمی در (   گویند، 

سلول  درصد  10که  حالی سنگفرشی  کارسینوما   های 

((SCCs)-squamous cell carcinomas)   و

 .  (5) باشدآدنوکارسینوما می 

مثانه شامل جنس،   در سرطان  دخیل  فاکتورهای خطر 

سن، فاکتورهای ژنتیکی، مصرف سیگار، تماس شغلی  

سرطان و  شیمیایی  مواد  مصرف  با  الکل،  مصرف  زا، 

شیرین   مسکن،  مصرف  شده،  فرآوری  گوشت 

کموتراپیکننده و  رادیوتراپی  صناعی،  التهاب    ،های 

مثانه   سرطان  ایجاد  در  عفونی  عوامل  و  مثانه  مزمن 

می(6و    5)باشند  می عفونت  تحریک .  سبب  تواند 

می  عفونی  عوامل  و  شود  پیشالتهاب  های برندهتوانند 

(promoters  و باشند  نئوپلاستیک  ترانسفورماسیون   )

بدخیمی )خطر  یورولوژیکال  با Urologicalهای   )

ع معرض  در  گرفتن  است و قرار  مرتبط  عفونی  .  امل 

ویروس است  شده  سرطان  های  مشخص  با  مرتبط 

هپاتیت  )رتروویروس ویروس   DNAو    Cها، 

باعث  ویروس مختلف(  از   درصد  20تا    15های 

 . (7)شوند های انسانی میسرطان

خانواده هرپس ویریده دارای هشت پاتوژن مهم انسانی  

سیمپلکس   هرپس  ویروس  ویروس  2  و  1شامل   ،

زوستر، ویروس سیتومگالو، ویروس اپشتین بار  واریسلا

(EBVویروس و  انسانی  (  هرپس   8و    7،  6های 

عنوان کوکارسینوژن  هب  EBVویروس. نقش (8)باشد می

(Co-carcinogenسرطان برخی  در  انسانی  (  های 

ویروس   انتقال  اصلی  راه  گرچه  است.  شده  پذیرفته 

EBV   انتقال احتمال  ولی  است  تنفسی  طریق  از 

از طریق تماس جنسی نیز وجود دارد    EBVوس  روی

تواند علاوه بر خون، از این طریق  این ویروس می  (9)

اپشتن  نقش ویروس  مثانه وارد شود.  بافت  به  بار  -نیز 

(EBVب بورکیت  ه(  لنفوم  در  کارسینوژن  یک  عنوان 

(Burkitt lymphoma نازوفارنکس کارسینوما  و   )

(Nasopharyngeal carcinomaشناخته شده   ( 

های دیگری شامل  است، همچنین احتمالاً در بدخیمی

غیرهوچکین  و  هوچکین   لنفوماهای 

(Non-Hodgkinمی درگیر  بنظر  (  احتمالاً  که  باشد 

بمی سلولهرسد  آپوپتوزیس  مهار  لنفوما  وسیله  های 

با برخی از    EBV. همچنین ویروس  (11و    10)باشد  

)نئوپلازی لوزه  همانند  دیگری  زبان   ،(tonsilهای 

(tongue( حنجره   ،)laryngeal  گوشی بنا  غده   ،)

(parotidمعده  ،)( ریوی gastricای  و   )

(pulmonaryمی مرتبط  علاوه(11)باشد  (  براین  . 

کند و  در اپیتلیوم گردن رحم تکثیر می  EBVویروس  

های گردن رحم بیماران با کارسینوما مهاجم  در بیوپسی

است   شده  داده  همچنین(12)تشخیص   EBVژنوم    . 
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( ادراری  مجاری  به سوزاک  urethraدر  مبتلا  مردان   )

مشخص شده است که احتمالاً از طریق تماس جنسی  

 (. 13و  11)شود هم منتقل می

های انسانی به شدت با تعدادی از سرطان   EBVاگرچه

سرطان از  برخی  است،  در وابسته  زیادی  میزان  به  ها 

موقعیت جمعیت  و  خاص  جغراهای  خاص  یایی  فهای 

می پیدا  تفاوتشیوع  این  که  در  کند  نشان ها  شیوع 

توسعه  می بر  نیز  ژنتیکی  و  محیطی  عوامل  که  دهد 

ت بارأسرطان  نخستین  گذارند.    گازانیگا  ثیر 

(Gazzaniga)  حضور ژنوم    ،و همکارانEBV   را در

بافت   34 از  گزارشدرصد  مثانه  سرطان  نمودند   های 

 EBVژنوم    ر. همچنین در مطالعه دیگری حضو (14)

های یوروتلیال  از بافت کارسینوما سلول  درصد  24در  

گزارش گردید که پیشنهاد کننده نقش این ویروس در  

باشد های مجاری ادراری میایجاد آلودگی در بدخیمی

. با توجه به اینکه نرخ شیوع سرطان مثانه در دنیا  (15)

است   افزایش  به  رو  ایران  هیچ    (2و    1)و  تاکنون  و 

بررسی  همطالع به  بوشهر  استان  و  ایران  جنوب  در  ای 

ویروس   کارسینوما    EBVشیوع  به  مبتلا  بیماران  در 

است  نپرداخته  مطالعات    مثانه  نوع  این  انجام  بنابراین 

بررسی بروز  جهت  کاهش  برای  اپیدمیولوژی  های 

زمینه آن ضروری  سرطان و شناسایی عوامل  بروز  ساز 

 رسد.به نظر می
 

 ها روش  و مواد
توصیفی  نای مقطعی  کمیته    -مطالعه  توسط  تحلیلی 

اخلاق کد  با  بوشهر  پزشکی  علوم  دانشگاه   اخلاق 

19  .16  .93  B    گرنت شماره  تصویب    110-2-93و 

های بافت  شده است. جمعیت مورد مطالعه شامل بلاک 

به   کننده  مراجعه  مثانه  سرطان  به  مبتلا  افراد  پارافینه 

خلیج شهدای  مبیمارستان  بوشهر  باشد.  ی فارس 

بیمار مبتلا به سرطان    211اطلاعات موجود در پرونده  

مثانه از آرشیو بخش پاتولوژی استخراج گردید. تعداد  

یا    30 و  پارافینه  بافت  بلاک  نبود  موجود  بدلیل  بیمار 

استخراج   بدنبال  بافت  نامناسب  از DNAکیفیت   ،

بیمار، بافت    211مطالعه حذف گردید. بنابراین از میان  

به    هپارافین مثانه    181مربوط  سرطان  به  مبتلا  بیمار 

 های مولکولی مورد بررسی قرار گرفتند. جهت آزمون

تعداد   غیرسرطانی    30همچنین  مثانه  بافت  نمونه 

 11عنوان گروه کنترل استفاده شدند، که شامل تعداد  هب

همکار   توسط  که  غیرسرطانی  مثانه  بافت  نمونه 

هموراژیک )شامل    پاتولوژیست در پرونده التهابی و یا

نمونه Chronic Inflammationنمونه    6 یک   ،

Active Hemorrhagic cystitis نمونه یک   ،
Chronic Inflammation and Eosinophilic 

Infiltration  نمونه دو   ،Fibromuscular 

hyperplasia and congested vessels  و یک نمونه

Fibrosis with mild Inflammation گزارش شده )

تعداد  ا )بدون سرطان و   19ست و  نرمال  بافت  نمونه 

نمونه از  که  التهاب(  شکافی  فاقد  کالبد  اتوپسی  های 

های  اجساد که از پزشکی قانونی گرفته شدند، بود. لام

نمونه تمام  به  )گروه  مربوط  غیرسرطانی  و  ها سرطانی 

 یید شدند. أکنترل( توسط همکار پاتولوژیست ت

نوکلئی اسید  استخراج  نمونهDNA)   کجهت  از  های  ( 

دستگاه   توسط  ابتدا  نمونه  بافتی،  هر  از    10میکروتوم 

ضخامت  با  متوالی  لوله میکرون    10  برش  در  و  تهیه 

با حجم   آوری شدند. استریل جمع  لیترمیلی  2اپندرف 

برش از  برش    10های  قبل  بلاک سه  هر  از  میکرونی، 

میکرونی زده شده و بدلیل در معرض هوا بودن و   20

ت جلوگیری از آلودگی دور ریخته شدند. در حین  هبج

ها احتیاطات لازم جهت اجتناب از آلودگی  کار با نمونه

گردید   رعایت  و  هب  (.16-18)متقاطع  کنترل  منظور 

نمونه میان  آلودگی  از  هر  اجتناب  از  برش  از  بعد  ها، 

بدون   پارافینه  بلاک  یک  از  مثانه،  بافت  پارافینه  بلاک 
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زده برش  نیز  برش  بافت  و  در  شد  پارافینه  های 

جمعمیکروتیوب و  ها  تخلیص  مراحل  و   PCRآوری 

میکروتیوب این  مورد  )بدلیل در  گردید  انجام  نیز  ها 

هزینه هر  محدودیت  محتویات  میکروتیوب    10ها، 

برش پارافین  حاوی  از  بعد  بافت،  بدون  پارافینه  ها 

تخلیص   جهت  لیزکننده  بافر  حجم  یک  در  زدایی، 

استخراج  (استفاده شد برای  مطالعه  این  در   .DNA    از

تجاری نمونه کیت  از  بیوپسی   های 

High Pure PCR Template Preparation Kit    از

براساس    Rocheشرکت   و  آلمان  کشور  ساخت 

این   بازده  و  کارایی  گردید.  استفاده  آن  دستورالعمل 

کیت  به  نسبت  تخلیص  کیت  دیگر جهت  تجاری  های 

ت قبلاً  است    دییأاسیدنوکلئیک  و  (19)شده  خلوص   .

اسیدنوکلئیک تخلیص شده با دستگاه نانودراپ  غلظت  

 (. 1گیری گردید )شکل اندازه

اپشتن ویروس  شناسایی  روش-جهت  از   بار، 

Semi-nested PCR    ژن اختصاصی  پرایمرهای  با  و 

(EBNA1 protein)BKRF1    استفاده شد. محصول

و   بازت جف  296  برابر  ترتیبهبPCR مرحله اول و دوم  

. در مرحله اول (20)(1دول  باشد )جمی  بازجفت   230

 2برابر    2MgClبا میزان    PCRو دوم آزمایش، اجزاء  

هر    میکرومولار  200  ،مولارمیلی  2/ 5و    dNTPاز 

گو به ازای لنانوگرم ا 200پلیمراز و  DNAیونیت آنزیم 

واکنش   شرایط    ریتولمیکر  50هر  بود.    PCRخواهد 

تقلیب    35س  سپ  ،95ċدقیقه    5شامل   دما  سیکل: 

(denaturation  )94ċ    اتصال    60بمدت دما  ثانیه، 

(annealing  )56ċ    بسط    60بمدت دما  و  ثانیه 

(extension  )72ċ    نهایی    60بمدت مرحله  و  ثانیه 

( بود.    final  elongation  )5بسط  خواهد  دقیقه 

آلو هب در معرفیدگ منظور تشخیص  احتمالی  های های 

PCR  (master mix)    فاقد کنترل  الگو    DNAیک 

میهب استفاده  روتین  واکنش طور  هر  در  همچنین  شود 

 .  (21)کنترل مثبت منظور گردید 

 

 
 

 با دستگاه نانودراپ  های پارافینه مثانهاستخراج شده از بافت DNAارزیابی کمیت و خلوص  (1شکل 

Fig 1) Evaluation of the quantity and purity of DNA extracted from the paraffin tissues of the bladder with the 

nanodrop device 
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 توالي پرايمرهای استفاده شده در اين مطالعه (1جدول 

 توالي پرايمرها  پرايمرها  ويروس
ناحيه در 

 ژنوم 

موقعيت  

در ژن يا  

 ژنوم 

دما اتصال 

 پرايمرها 
 منبع  سايز

EBV 

EB3-F1 AGGAGGGTGGTTTGGAAAG 

EBNA1 

99030-
99048 Ć56 296 bp 

20 

EB4-R1 AGACAATGGACTCCCTTAG 
99307-

99325 

EB3-F1 AGGAGGGTGGTTTGGAAAG 
99030-
99048 Ć56 230 bp 

EB2-R2 ACTCAATGGTGTAAGACGAC 
99239-

99258 

Internal 
control 

PCO3F ACACAACTGTGTTCACTAGC β globin 
gene 

5248179 Ć55 110 bp 
19 

PCO4R CAACTTCATCCACGTTCACC 5248288 

KRAS-F GGTGAGTTTGTATTAAAAGGTACTGG KRAS 

gene 

10423 Ć55 263 bp 
KRAS-R TCCTGCACCAGTAATATGCA 10686 

 

تهب و  ارزیابی  کیفیت  أمنظور  از    DNAیید  اجتناب  و 

بدلای کاذب  منفی  هم نتایج  بودن انند  لی  نامناسب 

DNA  وجود بدلیل  یا  شده  های  مهارکننده  تخلیص 

PCR  داخلی کنترل  یک   ،PCR   

(Intern Control-IC پرایمرهای از  استفاده  با   )

(  Human β-globin geneاختصاصی ژن بتاگلوبین )

نمونه  KRASو یا پروتوآنکوژن   ها گذاشته شد.  برای 

واکنش   داخلی،  کنترل  حج  PCRجهت   25م  در 

شامل میکرولیتر   که  شد  بمیکرولیتر    2/ 5 انجام  فر  ااز 

PCR  10  ( غلظت  از    X10)  ،5 /2برابر    15میکرولیتر 

از    2MgCl،  5 /0مولار  میلی   dNTP  (200میکرولیتر 

هر  میکرومولار   هر  میکرومولار    dNTP  ،)4/0از  از 

برگشت،   و  رفت   Taq DNAآنزیم  واحد    1پرایمر 

polymerase  و  DNA  200ی  نهای  غلظت   ژنومیک با 

 نانوگرم بود. 

ممیکرولیتر    10حجم   ژل   PCR  صولاتحاز  روی 

 1مدت ه ، بDNA Safe Stainحاوی   درصد 2آگاروز 

در   بوسیلهالکتروفورز    v100ساعت  و   گردید 

UV transilluminator    نانومولار   254در طول موج

اول  عکس مرحله  محصول  شد.  و    PCRبرداری 

nested PCR  بره ب   230و  باز  جفت   296 ابرترتیب 

-دادی از نمونهایی تعهیید نأباشد. جهت تمی  بازجفت

محصول   استخراج  کیت  با  مثبت  شرکت    PCRهای 

Roche  توالی جهت  و  شرکت  تخلیص  به  یابی 

Macrogen  یابی با استفاده از کره ارسال شدند. توالی

دِاکسی دی  نشاننوکلئوتیدتریروش  با  فسفات  دار 

فلئورسن  انجاموارد  گردیت  کیفیت  (22)د  م   .

)الکتروفروگرام نرمElectropherogramها  با  افزار  ( 

MEGA     توالی  0/10ویرایش نتایج  -بررسی شدند و 

سایت   در   NCBI  (National Center forیابی 

Biotechnology Information  قسمت در   )

بلاست    Basic Local Alignment)نوکلئوتید 

Search Tool-BLAST جستجو با    گردید  (  و 

همتوالی گردید،  مقایسه  سایت  در  موجود  نین  چهای 

نرم  از  استفاده  با  فیلوژنیک    MEGAافزار  درخت 

ب  10ویرایش   نتایج  گردید.  وارد دست هرسم  آمده 

ها جهت هر گردید و داده  26  یشویرا  SPSSافزار  نرم 

میانگین   بصورت  و   ±متغییر  فراوانی  معیار،  انحراف 

و شدند  بیان  ت  درصد  وجهت  داده  جزیه  از تحلیل  ها 

ک آزمون آماری مربع  )2χی )اهای   Fisher's( و فیشر 

exact test  مقدار شد.  استفاده   )p    از ز  ا  0/ 05کمتر 

 دار در نظر گرفته شد.نظر آماری معنی
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 هايافته
تعداد   دامنه سنی    181از  که  مثانه  به سرطان  مبتلا  بیمار 

سنی   92تا    27برابر   میانگین  و    64/ 52± 13/ 78  سال 

سال و    92تا    29نفر مرد با دامنه سنی    138داشتند، تعداد  

نفر زن با دامنه    43و تعداد    65/ 46± 13/ 42  میانگین سنی 

سنی    81تا    27سنی   میانگین  و    61/ 49± 14/ 64سال 

که   بیمارانی  سنی  میانگین    T2-T3ها  آن   stageبودند. 

با   افراد  از  بیشتر  س می   Ta-T1است  میانگین  نی  باشد. 

ب بیم  گرید آن اران  افزایش  بیشتر می ا  ب ها    ه ک   طوری ه شود 

گرید  با  سرطانی  بیمارن  پاپیلوما   در  میانگین    یوروتلیال 

باشد و در بیماران با گرید بالا  می   50/ 0± 7/ 26  سنی برابر 

 است.    71/ 0± 12/ 1برابر  

تعداد   ب  30از  غیرسرطانی  مثانه  بافت  عنوان  هنمونه 

تعداد   کنترل،  با    14و    مرد  16گروه  میانگین سنی  زن 

سال بودند. از تعداد    84تا    22و دامنه سنی    18±58/ 78

تعداد  ن  30 هموراژیک    11مونه،  یا  و  التهابی  نمونه 

نمونه از    18نمونه بافت مثانه نرمال بودند.    19بودند و  

نمونه    2نمونه شهرستان دشتستان،    5شهرستان بوشهر،  

تنگستان،    3گناوه،   ن  شهرستانمونه    2نمونه شهرستان 

 دشتی بودند. 

نمونه بافت    30تعداد    زبعد از تخلیص اسید نوکلئیک ا

و  غیرسرطا مثانه    181نی  سرطان  بیوپسی  بافت  نمونه 

نانودراپ   با  خلوص  ابتدا  و  مورد    DNAغلظت 

)شکل   گرفتند  قرار  با  1بررسی  سپس   )PCR    ژن از 

عنوان کنترل داخلی جهت اطمینان از عدم هبتاگلوبین ب

مهار حضو  )شکل    PCRهای  کنندهر  شدند  (  2بررسی 

شناسای ویروس    یسپس جهت  تکنیک    EBVژنوم  با 

nested PCR  (.3مورد بررسی قرار گرفتند )شکل   

 

 
 

 از ژن بتاگلوبین  PCRالکتروفورز ژل آگاروز مربوط به محصولات ( 2شکل 

Fig 2) Agarose gel electrophoresis of PCR products from betaglobin gene 

 

 
 DNAنشانگر  L:. درصد2. الکتروفورز بر روی ژل آگاروز EBVبمنظور تشخیص ژنوم ویروس PCR آزمونمرحله دوم الکتروفورز محصولات  (3شکل 

100bp  ،)چاهک اول(N ،کنترل منفی :P کنترل مثبت، محصولات :PCR نمونه شماره نمونه( با باند اختصاصی   8های بیمارانbp230 ≈.) 
Fig 3) Electrophoresis of the products of the second round of PCR assay in order to detect EBV genome. Electropho-

resis on 2% agarose gel. L: 100bp DNA ladder (first well), N: negative control, P: positive control, PCR products of 

patient samples (sample number 8 with specific band ≈ 230bp). 
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اینکه   از  ویروسن  181پس  نظر  از    با EBV   مونه 

در   nested PCRآزمون   گرفتند،  قرار  بررسی  مورد 

)  7تعداد   نمونه  3/ 9مورد  از  ژنوم  درصد(   EBVها 

و   گردید  )   174شناسایی  نظر   96/ 1مورد  از  درصد( 

شکل    EBVوجود   بودند.  ال  3منفی  کتروفورز  نتایج 

نشان می  PCR  محصول را  دهد. همچنین  مرحله دوم 

در هیچ کدام    EBVنمونه کنترل، ویروس    مورد  30از  

همچنین تعداد  (.  p=33/0)ها شناسایی نگردید  از نمونه

یابی ارسال گردید و جهت توالی   EBVنمونه مثبت    2

آن  دستیابی  توالی  شماره  با    و KX816857 ها 

KX816858  ثب ژن  بانک  مقادر  از  بعد  و  با ت  یسه 

مرجع  توالی مشخص  های  فیلوژنیک  درخت  رسم  و 

ها مربوط به تایپ یک ویروس اپشتن  دید که ایزولهرگ 

 (. 4باشد )شکل بار می

 

 
 

ایزوله های   EBNA-1براساس توالی نوکلئوتیدی ژن  Neighbor-joiningبا روش  MEGA-10رسم درخت فیلوژنیک توسط نرم افزار  (4شکل 
 باشد. می EBVویروس  1پ فرانس. ایزوله های بوشهر بیانگر تای رهای سبز( در استان بوشهر و توالی ان مثانه )دایرهشده از بافت سرطجدا

 

Fig 4) Phylogenic tree drawing by MEGA-10 software with Neighbor-joining method based on nucleotide sequence 
of EBNA-1 gene isolated from bladder cancer tissue (green circle) in Bushehr province and reference sequences. Bu-

shehr isolates indicate EBV type 1. 
 

ب  2جدول   آماری  مطالعه  هنتایج  از  آمده  دست 

  EBVهای سرطان مثانه از نظر وجود ویروس  بیوپسی

آزمون از  تفکی   nested-PCRبا استفاده  به  ک سن،  را 

 دهد.ه نمایش می، شهر، مرحله و درججنس، شهرستان

، مربوط به  PCRمون  مونه مثبت در آزنبیشترین تعداد  

سال با تعداد هر کدام   70-79سال و    69-60 بازه سنی

2  ( از  28/ 6نمونه  است.    ةنمون  7درصد(  شده  مثبت 

داری از نظر آماری ارتباط معنا  p=0/ 66ولی با توجه به  

ابتلا سن  و  بین  بیماران(  سن  شدن    )یا  مثبت  میزان 

 وجود ندارد.   EBVعفونت

مورد مثبت،    7( از  درصد   85/ 7مورد )   6د  ا همچنین تعد 

که هم ارتباط آماری معناداری بین   p= 0/ 54 مذکر بودند با 

نمون  و  مثانه  سرطان  به  مبتلا  ما    EBV  ة جنس  به  مثبت 

رد  از موا   درصد   57/ 1مورد )   7مورد از    4نشان نداد. تعداد  

بوشهر بود که نسبت به سایر    به شهر  ، مربوط EBVمثبت 

استان  ولی    شهر و ب   شهرهای  داشت  را  درصد  بیشترین 

معناداری   آماری  شیوع  ارتباط  فراوانی  در    EBVبین 

 (. =0p/ 85وجود نداشت ) های مختلف استان  شهرستان 

نمونه  ویروس  تمام  نظر  از  مثبت  دارای    EBVهای 

Stage Ta-T1   ( مونه ن   7( از  درصد   100)   نمونه   7بودند  
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دهند  نشان  نتایج  امر  این  علارغم  جود  و عدم    ة مثبت(. 

پاتولوژی  ار  مختلف  مراحل  میان  معنادار  آماری  تباط 

عفونت   شیوع  فراوانی  با  مثانه  باشد  می   EBVتومور 

 (41 /0P= .) 

درصد    42/ 9نمونه مثبت، که معادل    7نمونه از   3تعداد  

   Low gade papillary carcinomaبود دارای گرید

و   )  3تعداد  است  نوع  درصد  42/ 9نمونه  از   )

papillary neoplasm of low malignant   است که

داشتند.  را  فراوانی  بیشترین  گریدها  سایر  به  نسبت 

86 /0P=  می مثبت  نشان  و  بیماری  گرید  بین  که  دهد 

نظر   از  نمونه  معناداری   EBVبودن  آماری  ارتباط 

 وجود ندارد.
 

 در استان بوشهر    PCRبا آزمون   EBVويروس    د بيوپسي سرطان مثانه از نظر وجو   ها از مطالعه نمونه ج آماری بدست آمده  نتاي   ( 2جدول  

 
تعداد کل بيماران مبتلا به  

%(   100سرطان مثانه )%(: )
181 

مثبت   PCRتعداد بيماران با نتايج 
EBV DNA ( :)%(9/3  )%7 

منفي  PCRتعداد بيماران با نتايج 
EBV DNA ( :)%(1/96  )%174 P-value 

های سني  گروه
 )سال(

   

66/0 

30-39 (9/3   )%7 (3/14  )%1 (7/85  )%6 
40-49 (3/8   )%15 (0  )%0 (100  )%15 
50-59 (4/25  )%46 (2/2   )%1 (8/97  )%45 
60-69 (9/24  )%45 (4/4   )%2 (6/95  )%43 
70-79 (5/21  )%39 (1/5   )%2 (9/94  )%37 

80 ≤ (16   )%29 (4/3   )%1 (6/96  )%28 
    جنسيت

 132%(  7/95) 6%(   3/4) 138%(  2/76) مرد  54/0
 42%(  7/97) 1%(   3/2) 43%(  8/23) زن 

    شهر

85/0 

 59%(  7/93) 4%(   3/6) 63%(  8/34) بوشهر 
 11%(  100) 0%(  0) 11%(   1/6) اهرم 
 15%(  8/93) 1%(   2/6) 16%(   8/8) دلوار 

 26%(  100) 0%(  0) 26%(  4/14) جان از بر
 9%(  100) 0%(  0) 9( % 5) آبپخش 
 3%(  100) 0%(  0) 3%(   7/1) شبانکاره 
 21%(  5/95) 1%(   5/4) 22%(  2/12) خورموج 

 3%(  100) 0%(  0) 3%(   7/1) کاکی
 9%(  100) 0%(  0) 9%(  5) دیر

 2%(  100) 0%(  0) 2%(   1/1) بردخون 
 3%(  100) 0%(  0) 3%(   7/1) دیلم
 4%(   80) 1%(   20) 5%(   8/2) کنگان
 8%(  100) 0%(  0) 8%(   4/4) گناوه 
 1%(  100) 0%(  0) 1%(   6/0) جم

    مرحله تومور 
42/0 

Ta-T1 stage (7/91  )%166 (2/4   )%7 (6/95  )%159 
T2-T3 stage (3/8   )%15 (0  )%0 (100  )%15  
    درجه تومور 

86/0 

 4%(  100) 0%(  0) 4  %( 2/2) یوروتلیال پاپیلوما 
نئوپلازی یوروتلیال  
پاپیلاری با بدخیمی  

 پایین
(3/34  )%62 (8/4   )%3 (2/95  )%59 

کارسینوما یوروتلیال  
 پاپیلاری با درجه پایین 

(6/37  )%68 (4/4   )%3 (6/95  )%65 

ا یوروتلیال  کارسینوم
 ری با درجه بالا پاپیلا

(26   )%47 (1/2   )%1 (9/97  )%46 
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 بحث 
ششمین  و  دنیا  در  شایع  سرطان  دهمین  مثانه  سرطان 

می  مردان  در  شایع  و  سرطان  کل   درصد  3باشد 

میبدخیمی شامل  را  مردان  ها  در  که  برابر    4شود 

است  شایع زنان  از  فراوانی  (1)تر  نیز  ما  پژوهش  در   .

استاس در  مثانه  مردان  رطان  در  بوشهر  برابر    3/ 2ن 

تاشایع بود.  زنان  از  مورد  ک تر  در  علمی  منابع  در  نون 

کتورهای ابتلا به تومور مثانه عوامل متعددی ریسک فا

همانند استعمال طولانی مدت دخانیات، تماس با مواد  

رنگ در  لاستیکشیمیایی  چرمها،  سایر  ها،  و  ها 

زمن مثانه، زومیازیس، التهاب مترکیبات صنعتی، شیستو 

و   4)  ت ای باکتریایی و ویروسی ذکر شده اسهعفونت 

کارسینوما    EBVنقش    (.23 و  بورکیت  لنفوم  در 

احتمالاً   همچنین  است،  شده  شناخته  نازوفارنکس 

های  عنوان کوکارسینوژن در بدخیمیهب  EBVویروس  

غیرهوچکین،   و  هوچکین  لنفوماهای  شامل  دیگری 

زبان، گو   لوزه،  بنا  غده  معدهحنجره،  ریویشی،  و   ای 

صلی انتقال  راه ا  ه. گرچ(24و    10-12)باشد  درگیر می

ولی    EBVویروس   است  )بزاق(  دهانی  ترشحات 

احتمال انتقال از طریق تماس جنسی نیز وجود دارد و  

ادراری  مجاری  مخاطی  سطح  به  مثانه  نزدیکی    بدلیل 

ویروس   در    EBVتناسلی،  مهمی  نقش  است  ممکن 

داشته مثانه  که  (9)  باشد  آلودگی  حاضر  مطالعه  در   .

جستجوی خصوص  در  آن  احتمالی    هدف  رابطه 

می  با  EBVویروس   مثانه  آزمونسرطان  های باشد، 

برروی   ویروس،  این  ژنوم  تشخیص  جهت  ملکولی 

بیمار مبتلا به سرطان مثانه   181مربوط به    ةبافت پارافین

ت. در مطالعه نمونه غیرسرطانی انجام گرف  30و تعداد  

درصد(    3/ 9مورد )  7تعداد    نمونه سرطانی،  181  ما از

درصد(    96/ 1مورد )  174مثبت و    EBV DNA  از نظر

در   همچنین  بودند.  نمونه  30منفی  از  گروه مورد  های 

 یافت نشد.  EBVکنترل، ویروس 

ویروس   بررسی  بار  سرطان   EBVنخستین  بافت  در 

ز آن زمان مثانه بیش از دو دهه پیش صورت گرفت، ا

ا مث تاکنون  سرطان  بین  ویروس  رتباط  عفونت  و  انه 

م در  بار  مو طاپشتن  محدودی  قرار  رالعات  بررسی  د 

طوریکه در برخی مطالعات شیوع پایین هگرفته است ب

و    25)  بالایی   نسبتاً  و در برخی دیگر شیوع  ( 15و    14)

 را گزارش نمودند. EBVاز ویروس  (26

کشور  و  گازانیگا   در  استفادههمکاران  با  از    ایتالیا 

در    EBVویروس    PCRتکنیک   بافت   35را  نمونه 

ویمسرطان   ژنوم  که  نمودند  بررسی    EBVروس  ثانه 

)  12در   نمونه سرطانی تشخیص درصد  34نمونه  از   )

در شد  هیچحالی   داده  در  نمونهکه  از  بافت  یک  های 

نرمال   نشد    EBVویروس  مثانه  در  (14)یافت   .

)  ایمطالعه کره  (  Kimکیم  کشور  در  همکاران  و 

استفا با  و  جنوبی  درجا  هیبریدیزاسیون  تکنیک  از  ده 

PCR    ویروسEBV    در سرطان    73را  بافت  نمونه 

و   ژنوم   18کلیه  که  نمودند  بررسی  غیرسرطانی  بافت 

های  از نمونه  درصد  6/ 8در    1ژنوتایپ    EBVویروس  

که در هیچیک از    حالی  سرطانی تشخیص داده شد در

یافت نشد.  EBVفت غیرسرطانی ویروس های با نمونه

تیجه گرفتند  قان با توجه به درصد پایین عفونت نمحق

مستقیماًنمی  EBVکه   نقش   تواند  کلیه  سرطان  در 

. در مطالعه ما نیز شیوع پایین از ژنوم  (27)داشته باشد  

بافت   EBVویروس   شناسایی  در  مثانه  سرطان  های 

ژنوم    ،گردید توالی  ناسایی  ش  EBVویروس  همچنین 

که   داد  نشان  ما  مطالعه  در  مطالعهشده  و  کیم    همانند 

تفاوت  1ایپ  همکاران، ژنوت های  در ژن  بود. براساس 

و    EBNA-2  ،EBNA-3A  ،EBNA-3Bنهفته  

EBNA-3C    ویروسEBV    اصلی ژنوتایپ  دو  به 
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تایپ   تایپ    1شامل  میطبقه  2و  همچنین  بندی  شود. 

طبقه  از  تغیییرات  بندیبعضی  براساس  ژنها  های  در 

LMP-1    وEBNA-1  ا گرچه  (28)ست  انجام شده   .

توزیع جغرافیایی مختلفی    EBVهای ویروس  ژنوتایپ 

تایپ   لنفوسیت در جاو  1دارند ولی  کردن    Bهای  دان 

 .(28)کند عمل می  2پ ثرتر از تای ؤ م

( در    ،همکاران  و(  Dereدیر  ترکیه  بافت    44در 

ادراری،    کارسینوما فوقانی  مجاری  یوروتلیال 

RNAویروس    های با  EBV  (EBERکوچک  را   )

در   درجا  هیبریدیزاسیون  )  13تکنیک    29/ 5بیمار 

نمونه از  محققدرصد(  نمودند،  شناسایی  پیشنهاد  ها  ان 

که   در  EBVنمودند  است  کارسینوما    ممکن  پاتوژنز 

ها  هر صورت این یافته  داشته باشد دریوروتلیال نقش  

ت بزرگ  أنیازمند  نمونه  حجم  با  مطالعات  توسط  یید 

 . (29)باشد می

در  علی که  دادند  نشان  همدان  در  همکاران  و    40نژاد 

صد( با  در  72/ 5نمونه )  29نمونه کارسینوم مثانه، تعداد  

هما   EBVویروس اما  بودند  بین آلوده  ما  مطالعه  نند 

و متغییرهای سن بیماران و    EBVس  شیوع بالای ویرو

. در  (26)داری مشاهده نشد  مرحله تومور ارتباط معنی

کیفیت   بالابردن  و  خطا  کاهش  جهت  حاضر  مطالعه 

استفاده شده است در صورتی   کنترل  از گروه  مطالعه، 

علی مطالعه  در  استفاده    (26)ژاد  نکه  کنترل  گروه  از 

این  نشده   و  تحت  است  است  ممکن  بالا  ثیر أتشیوع 

 شیوع بالا جمعیت عموم آن منطقه باشد. 

که تحقیقاتی  )  در  همکاران(  chuangچانگ  در   ،و 

بیمار مبتلا به سرطان مثانه انجام    100تایوان، بر روی  

( را  EBER)  EBVکوچک ویروس    هایRNAدادند،  

ان  درصد از بیمار 31بریدیزاسیون درجا در با تکنیک هی

نشان تحقیق  این  نمودند،  ارتباط می  شناسایی  که  دهد 

عفونت   اوروتلیال   EBVبین  تومورهای  از  بخشی  و 

دارد   وجود  مطالعه(15)اولیه  در  پاناگیوتاکیس    ای. 

(Panagiotakis  )تعداد   و همکاران در کشور یونان در

  30گروه سرطانی و    نمونه بیوپسی مثانه مربوط به   30

بافت   بیوپسی  ویروس  نمونه  کنترل(،  )گروه  سالم 

EBV  شیوع  ( نمونه  50بالاتری  در  های  درصد( 

درصد( را   13/ 3بیوپسی سرطانی نسبت به بافت سالم )

در  کنترل  حالی  داشت،  گروه  در  ما  مطالعه  در  که 

نگردید    EBVویروس   مطالعه(30)شناسایی  در  آبه   . 

(Abe  )همکاران از  مش  ، و  که  گردید  نمونه    39اهده 

مثان )  26ه  سرطان  ویروس    66/ 7نمونه  به  درصد( 

EBV   همانند مطالعه  این  در  همچنین  بودند.  آلوده 

هیچ  در  ما  نمونهمطالعه  از  ویروس  کدام  کنترل،  های 

EBV  (25)شناسایی نشد. 

باره   این  در  شده  انجام  قبلی  مطالعات  با  مقایسه  در 

حج(30و    29،  26،  25،  14) ما ،  مطالعه  در  نمونه  م 

سایرین   به  ایجاد نسبت  سبب  خود  که  بوده  بیشتر 

دقیقاطلاع وسیعات  و  می تر  وجود  تر  امکان  و  شود 

قابل   نتایج  و  بوده  کمتر  نمونه  حجم  این  در  خطا 

می  از  اعتمادتر  ما،  مطالعه  در   روشباشد. 

Nested PCR   دقیق تکنیکی  حساسکه  و  از  تر  تر 

مرحله  PCRآزمون   میایک  و  ی  گردید  استفاده  باشد 

دق خود  میاین  بالاتر  را  مطالعه  همچنینت  در   برد. 

آزمون  نتایج،  صحت  از  اطمینان  جهت  حاضر  مطالعه 

nested PCR  ًنمونه  مجددا مثبت    EBVهای  برای 

بررسی  مطالعه،  این  دیگر  فرضیات  از  گردید.   تکرار 

ارتباط بین سن، جنس، مرحله و درجه تومور با میزان  

ن مطالعه بود که در ای  EBVبت شدن نمونه از نظر  مث

میان   معناداری  عفونت  متغارتباط  و شیوع  فوق  یرهای 

EBV    نگردید یافت  مثانه  به سرطان  مبتلا  بیماران  در 

نتیج با  مشابه  و    (30)پاناگیوتاکیس    ةمطالع  ةکه 

 باشد. می (26)نژاد علی
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درصدی از ویروس   70  برخی از مطالعات شیوع تقریباً

EBV  نمودن گزارش  مثانه  کارسینوما  در  و   25)  درا 

آلود  (26 احتمال  بایستی  نمونهکه  میان  متقاطع  ها  گی 

در طی مراحل کاری را نیز در نظر گرفت. در تکنیک  

PCR    رعایت عدم  و  لازم  تجربه  عدم  صورت  در 

کاذب   مثبت  نتایج  ایجاد  آلودگی و  بروز  اصول علمی 

پژوهش  اجتناب این  در  است.  و ناپذیر  کنترل  بمنظور 

میان آلودگی  از  با  نمونه  اجتناب  برش  حین  در  ها، 

برای هر نمونه تیغ یکبار مصرف و دستکش   میکروتوم

بمنظور  گردید.  استفاده  مصرف  یکبار  پلاستیکی 

کار،  مراحل  در  احتمالی  آلودگی  از  جلوگیری 

تخلیص  آماده و  نمونه  آمادهDNAسازی  سازی  ، 

واکن  PCRهای  معرف مخلوط  انجام   PCRش  یا  و 

دوم   مرحله  و  اول  محصول    PCRمرحله  آنالیز  و 

PCR   الکتروف آگاروز با  ژل   ورزیس 

(post-PCR analyses در فضاهای جداگانه صورت )

  UVگرفت. همچنین تمام فضاها و هودها قبل از کار  

تابانده شد و در تمام مراحل کاری از سمپلرهای مجزا  

 ستفاده گردید. و نوک سمپلرهای فیلتردار استریل ا
 

 گيرینتيجه 

مثا  اسسرطان  متعددی  فاکتورهای  ریسک  دارای  ت. نه 

تقریباً   EBVعلیرغم شناسایی ویروس   از   4  در  درصد 

یافته نمونه  براساس  سرطانی،  مثانه  بیوپسی  های های 

ویروس   که  است  بعید  حاضر،  عامل   EBVمطالعه 

و ؤ م  باشد  بوشهر  استان  در  مثانه  ایجاد سرطان  در  ثری 

ل خطر دیگری حتمالًا در جمعیت مورد مطالعه ما عواما 

مثا  تومور  اتیولوژی  نتایج در  دیگر  از  دارد.  نقش  نه 

و ه ب  مرحله  جنس،  سن،  بین  که  بود  این  آمده  دست 

 EBVدرجه تومور و مثبت شدن نمونه از نظر ویروس  

به شیوع  توجه  با  ندارد.  وجود  معناداری  آماری  ارتباط 

بین مردم استان بوشهر و با توجه بالای سرطان مثانه در  

وجود مشاغل ودگی روز افزون هوا در این منطقه،  به آل 

رود نقش پرخطر و مصرف سیگار و قلیان، احتمال می 

از نقش ویروس  سایر عوامل خطر پررنگ  در   EBVتر 

محدودیت  از  باشد.  مثانه  سرطان  مطالعه ایجاد  های 

ها بود آن   حاضر نبود شرح حال کامل بیماران در پرونده

ورهای محیطی متعدد دخیل زیرا با توجه به ریسک فاکت

س  ایجاد  همانند  در  دقیق  گرفتن شرح حال  مثانه،  رطان 

رژیم  وضعیت  دخانیات،  مصرف  وضعیت  شغل،  نوع 

می تغذیه  فامیلی  سابقه  و  کننده ای  کمک  بسیار  تواند 

باشد. لذا اخذ شرح حال کامل و دقیق از بیماران و درج 

پرو  در  و آن  پزشکان  دانشجویان،  توسط  بیماران   نده 

 شود.پرسنل توصیه می 
 

 انيسپاس و قدرد

و شماره گرنت    B  93-16-19این پژوهش با کد اخلاق  

تحت حمایت مالی معاونت محترم پژوهشی    93-2-110

دانشگاه علوم پزشکی بوشهر صورت گرفت. محققان این  

بدین  از  مقاله  را  خود  تشکر  و  تقدیر  مراتب  وسیله 

تحقی  مرکز  محترم  ریاست  صمیمانه  طب  همکاری  قات 

 نمایند. اعلام می فارس  گرمسیری و عفونی خلیج 
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Abstract 
Background: Bladder cancer is the sixth most common cancer in men and the tenth most common cancer 
in women. The role of viral infections in the development of urinary bladder cancer has been discussed a 
lot in recent years. The role of Epstein-Barr Virus (EBV) as a cocarcinogen has been proven in some  
human cancers. Therefore, the aim of this research is the molecular investigation of EBV in bladder  
masses in Bushehr province. 
Materials and Methods: The current research is a descriptive-analytical study. The study population  
includes bladder tissue biopsies of people diagnosed with bladder cancer referred to Persian Gulf Martyrs 
Hospital in Bushehr. The paraffin-embedded bladder biopsy tissue of 181 patients with bladder cancer 
with an average age of 64.52±13.78 as well as 30 non-cancerous bladder tissue samples as the control 
group were examined for molecular tests after deparaffinization and nucleic acid purification. In order to 
ensure the absence of PCR inhibitors, human beta globin gene was first detected as an internal control, and 
then the BKRF1 gene of EBV was detected by nested PCR method. Finally, SPSS software version 26 
was used to analyze the data and perform statistical tests. 
Results: Out of 181 bladder carcinoma samples, 7 cases (3.9%) were infected with EBV, but no  
statistically significant relationship was found for age, sex, and stage and grade of tumor with EBV  
positive samples (P>0.05). In addition, EBV was not detected in any of the non-cancerous control  
samples; however, the difference in the prevalence of EBV between the bladder cancer patients' group and 
the control group was not statistically significant (P=0.33). In addition, the sequencing of the nested PCR 
products of the BKRF1 gene and the phylogenetic analysis indicate the presence of EBV type 1 in the  
positive samples. 
Conclusion: Based on the findings of the present study and despite the fact that the percentage of EBV 
infection in cancerous samples was higher than in non-cancerous samples, it is unlikely that EBV is an 
effective factor in causing bladder cancer in Bushehr province, and other risk factors are probably  
involved in the etiology of bladder tumors in our study population, such as increasing air pollution in this 
region of the country, high-risk occupations, smoking, and other carcinogenic viral factors. 
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