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 چکیده 
با عفونت زایی   HBeAgحضور. یماري هاي عفونی در جهان استیکی از شایعترین ب  Bعفونت هپاتیت :زمینه و هدف

، سرکوب همانندسازي ویروسی و کاهش عفونت زایی  anti-HBeحضور. مرتبط است  HBVحاد عفونتبالاي  
سرم،  HBV-DNAدر حضور  HBeAgبه دنبال ناپدید شدن   anti-HBeاما گاهی، ظهور. بیماري را نشان می دهد

در  precore/core این حالت ممکن است به دلیل حضور موتاسیون هاي. وس را نشان می دهدهمانندسازي فعال ویر
و تیتر ویروس در  HBV-DNAهدف از این مطالعه شناسایی . را تغییر می دهد HBeAgباشد که بیان  HBVژنوم 

  .مثبت است HBeAbبیماران 
  Bمارکرهاي سرولوژیکی هپاتیت . العه قرار گرفتمورد مط HBVنمونه سرمی بیماران مزمن آلوده به  50 :روش بررسی

از نمونه هاي سرم  HBV-DNA. به وسیله الایزا اندازه گیري شد  ,HBsAg, HBeAg, HBeAb, HBcAbشامل 
تیتر .  انجام شد Cاستخراج شده به کمک پرایمر اختصاصی ژن  HBV-DNAبر روي  PCRاستخراج شد و سپس 

 Real-Timeو  PCRدر این مطالعه هر دو روش . تعیین شد Real-Time PCRدر سرم به وسیله  HBVویروس

PCR سطوح آنزیم هاي کبدي . انجام شدAST  وALT  در بیماران توسط کیت پارس آزمون و بر طبق دستورالعمل
  .کیت اندازه گیري شد

 HBeAbآنها % 92 فقط ومثبت بودند   anti-HBcو HBsAg، همگی از نظر HBVبیمار آلوده به  50از  :یافته ها
 آنها داراي تیتر ویروس بالاي % 7/36مثبت،HBeAb از بیماران. شد در همه بیماران شناسایی HBV-DNA. مثبت بودند

Copy/ml 105 بودند.  
. مثبت، داراي تیتر ویروسی بالایی بودند HBeAbنتایج این مطالعه نشان می دهد که طیفی از بیماران  :نتیجه گیري

  .در این بیماران مطالعه شود precore /coreاست که احتمال حضور موتاسیون هاي  بنابراین ضروري
  HBeAbموتاسیون هاي کور و پره کور، ، تیتر ویروس، : ، Bویروس هپاتیت  :هاي کلیديواژه

  

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
  23-28صفحه ،یازدهم شماره ،سوم دوره ،1390 زمستان

  

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 

 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 در بیماران HBV DNAبررسی حضور  ٢٤

    مقدمه

ترین علل بیماري هاي کبدي مزمن  از رایج B ویروس هپاتیت
 Bمیزان ناقلان هپاتیت . مانند سرطان سلول کبدي می باشد

کل جمعیت % 5میلیون است که این میزان  400در جهان 
جمعیت حامل % 2- 3در کشور ما حدود ). 1(جهان است

هزار نفر به بیماري مزمن  300ویروس هستند و در حدود 
شدت ). 2(م هپاتوسلولار مبتلا هستند کبدي، سیروز، کارسینو

هر دو . مزمن نامشخص است HBVبیماریزایی عفونت 
فاکتورهاي ویروسی و میزبانی ممکن است در آن نقش داشته 

طبقه ) A-H(ژنوتیپ  8حداقل به  Bویروس هپاتیت . باشند
       بندي می شود که ممکن است در توزیع جغرافیایی،

نتیجه ). 3(کی متفاوت باشندویژگی هاي ویروسی و نتایج کلینی
تا حدودي بستگی به نوع  HBVبیماري ناشی از عفونت 

در ارتباط با  Aبطوریکه ژنوتیپ  . )4(ژنوتیپ ویروس دارد
با  Bنتیجه بهتر بیماري و عمر طولانی تر فرد و ژنوتیپ 

  پیشرفت سرطان کبد در بیمار ارتباط دارد و همچنین ژنوتیپ
C مطالعات در  . )5(دیدتري می شودمنجر به بروز بیماري ش

 Dکشور ما حاکی از آن است که ژنوتیپ غالب در ایران ژنوتیپ 
بیمارانی با این ژنوتیپ مراحل بیماري شدیدتر دارند و در . است

کمتر به درمان اینترفرون  Bو یا  Aمقایسه با افرادي با ژنوتیپ 
 Dپ واریانت هاي پره کور که در ژنوتی .)6(پاسخ می دهند

متداول تر است در ناحیه مدیترانه بیشتر از بقیه جهان دیده 
در  B شناسایی و ارزیابی کمی ویروس هپاتیت . )7(می شود

پلاسما یا سرم نقش مهمی در تشخیص و کنترل عفونت 
HBV از نظر . و همچنین پاسخ به درمان ایفا می کند

از سطوح بالا در HBV-DNA کلینیکی، تیتر 
مزمن تا سطوح  HBVدر عفونت Copy/ml  1010حدود

منفی و در بیمارانی که  HBeAgخیلی کم در ناقلان مزمن 
تحت درمان ضد ویروسی هستند و در آنهایی که عفونت 

HBV به علاوه سطوح مختلفی از . پنهان دارند، متغییر است
HBV-DNA  در بیمارانی که دچار تغییرپذیري زیادي در

 Bژنوم ویروس هپاتیت ). 1،4( شده اند وجود دارد HBVژنوم 
. حاوي چهار ژن می باشد که توالی آنها با هم همپوشانی دارد

اسید آمینه و  29حاوي  ) PC(شامل دو ناحیه پره کور  Cژن 
اسید آمینه می باشد و پروتئین هاي آن  181ناحیه کور حاوي 

رونویسی از  .)9و8(توسط دو کدون شروع ساخته می شوند
RNA پري ژنومی )Pregenomic RNA  ( جهت تکثیر

همچنین رونویسی از پروتئین . لازم است Bویروس هپاتیت 

که به  HBeAgنوکلئوکپسید براي ترجمه و تولید پروتئین 
یک  HBeAg. جریان خون بیماران آزاد می شود ضروري است

مارکر عفونت تکثیر ویروسی می باشد بنابراین به دنبال پاسخ 
که  anti-HBeبه  HBeAgز حالت ایمنی بدن و تغییر ا

-HBVنشانه کاهش تکثیر ویروس و در نتیجه کاهش سطح 
DNA  در خون می باشد و با بهبودي بیماري کبدي همراه
 BCP(Basalدر مناطق  HBVموتاسیون هاي ). 6(است 

Core Promoter)  وPC (Precore)  مورد توجه ویژه اي
مکن است منجر م BCPموتاسیون در ناحیه . قرار گرفته است

    مانع ترجمه  PCو و موتاسیون  HBVبه افزایش تکثیر 
می شود که وجود این پروتئین در ) e )HBeAgآنتی ژن 

خون نشانه ویروس کامل بوده و نشانه عفونت زائی بیمار است 
اما این ارتباط همیشه مطلق نیست چنان که در گروهی از 

ویروس در خون داراي تیتر بالاي  Anti-HBeبیماران با وجود 
بوده و به درمان دارویی مقاوم هستند و پیش آگهی مطلوبی 

موتاسیون در مناطق پروموتر کور و پره کور از   .)10و4(ندارند 
در بسیاري از بیماران مبتلا به عفونت مزمن که  HBVژنوم 

HBeAg تیتر  . )11(منفی هستند گزارش شده استHBV 
بستگی به  Bپاتیت در بدن بیمار مبتلا به عفونت مزمن ه

پاسخ ایمنی فرد، فاکتور هاي محیطی : عوامل مختلفی از قبیل
فاکتورهاي . )12(مانند مصرف الکل و فاکتور هاي ویروسی دارد

ویروسی که قبل از درمان باید مورد توجه قرار گیرد شامل تیتر 
ناحیه پره کور  . )13(ویروس، موتاسیون در کدون متوقف کننده

جهت و در ناحیه کور ویروس است که  Bویروس هپاتیت 
ارزیابی فعالیت عفونت و مدیریت درمانهاي ضد ویروسی در 

هدف از این مطالعه  . کاربرد دارد HBVبیماران مبتلا به 
مثبت و  HBeAbدر بیماران  HBV-DNAبررسی حضور 

  .تعیین تیتر ویروس در این بیماران است
  

  روش بررسی
ونه گیري بصورت تصادفی ساده روش نم :بیماران مورد مطالعه

 Bنمونه سرمی از بیماران مبتلا به هپاتیت  50تعداد. می باشد
کلیه افراد مورد مطالعه . در این مطالعه مورد استفاده قرار گرفت
فرم پرسشنامه بیماران . رضایت نامه مربوطه را تکمیل نمودند

شامل اطلاعاتی مانند جنس، سن، وضعیت تأهل، سابقه آلوده 
  .ن با سرسوزن، سابقه خانوادگی هپاتیت و تزریق خون بودشد
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یازدهموم، شماره س، دوره 90مستان ز  

  و همکارانسعاد غایشی 

نمونه سرمی از بیماران مبتلا به  50تعداد  :تست الایزا
مارکرهاي . در این مطالعه مورد استفاده قرار گرفت Bهپاتیت

 ,HBeAg, HBsAg شامل Bسرولوژیکی هپاتیت 
HBcAb, HBeAb  به وسیله الایزا و توسط کیتDia Pro 

Diagnostic Bioprobes انجام شد .  
  

 ALTو  ASTسطوح آنزیم هاي کبدي  :مارکرهاي بیوشیمی
  .در بیماران اندازه گیري شد

  
براي انجام این تست مولکولی کمی : از سرم DNAاستخراج 

و مقدار آن است،  HBV-DNAکه مشخص کننده حضور 
. ویروس از نمونه هاي سرم بیماران جدا گردید DNAابتدا 

ویروس  DNAاز کیت مخصوص استخراج بدین منظور 
 -QIAmp DNA mini با نام تجاري B هپاتیت

extraction Kit (Qiagen) دستورالعمل شرکت  بر طبق
استخراج  DNAاز   Ml 50در نهایت . سازنده استفاده شد

شده و در انتهاي لوله هاي اپندروف جمع گردید و به عنوان 
  . نگهداري شد - c°20ذخیره در دماي 

  
PCR نمونه از  2براي تعیین صحت کیت استخراج، : کیفی

DNA  استخراج شده با استفاده ازPCR  کیفی مورد ارزیابی
 Taq: این کیت حاوي یک مستر میکس شامل. قرار گرفت

و  Forwardو پرایمرهاي  dNTP پلیمراز، لودینگ بافر، 
Revers به قرار زیر بود:  

  
F: 5- GCATGGARACCACCGTGAAC-3 
R: 5-CGATACAGAGCWGAGGCGGT-3  

  
 National :واکنش حرارتی اعمال شده به قرار زیر است

denaturation  3درجه سانتی گراد به مدت  95در دماي 
درجه  95در دماي  Denaturationدقیقه یک بار تکرار، 
 60در دماي  Annealingدقیقه،  1سانتی گراد به مدت 

 72در دماي  Extentionثانیه،  45درجه سانتی گراد به مدت 
در  Final extentionدقیقه و  1درجه سانتی گرادبه مدت 

 ثانیه، که از مرحله دوم 10درجه سانتی گرادبه مدت  72دماي 
Denaturation تا مرحله آخر Final extention ،42  بار

  .این سیکل تکرار می شود
  
  

Real-Time Polymerase Chain Reaction : پس از
از کیت  Real-Time PCRاي انجام ، برDNAاستخراج 

 artus HBV LC PCR Kitبا نام  HBVتجاري مخصوص 
(Qiagen) ترکیب محلول ها، . استفاده شدTaq  ،پلی مراز

بافر و واکنش حرارتی اعمال شده کاملا منطبق با دستور 
  .شرکت سازنده کیت بود

  
 یافته هاي آزمایشگاهی با استفاده از نرم افزار :آنالیز آماري

SPSS  و به وسیله آزمون هاي کاي دو و من  20ویرایش
  .ویتنی مورد آنالیز قرار گرفت

 
  

  یافته ها
) نفر 16(زن % 32و ) نفر 34(مرد % 68از بین این بیماران 

. بودند 1/41± 05/2میانگین سن بیماران  ). 1جدول(بودند 
 ,HBsAg, HBeAgشامل Bمارکرهاي سرولوژیکی هپاتیت 

HBeAb, HBcAb   به وسیله الایزا اندازه گیري شد که
 46% (92. مثبت بودند anti-HBcو  HBsAgهمگی از نظر 

 HBeAg از آنها) نفر 4% (8مثبت و  HBeAb از بیماران) نفر
با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی  PCRآزمایش . مثبت بودند

حضور ژنوم ویروسی در تمام . براي ناحیه کور ویروسی انجام شد
 میزان آنزیم هاي کبدي .ورد شناسایی قرار گرفتموارد م

ALK, ALT, AST در بیماران تعیین گردید .
 ALT224 ± 2/93 ، میانگین ALK   858 ± 7/201میانگین

 HBVتیتر ویروس  .می باشد AST166± 9/66 و میانگین 
از % 7/36. تعیین شد Real-Time PCRدر سرم به وسیله 

% 3/53و  Copy/ml105 ي بیماران داراي تیتر ویروس بالا
% 10و  Copy/ml 20000داراي تیتر ویروس پایین تر از 

. بودند Copy/ml105-20000 داراي تیتر ویروس بین 
. می باشد 7/3×106±7/9×105میانگین تیتر ویروس در بیماران 

اختلاف معناداري بین جنسیت بیماران و تیتر ویروس وجود 
 HBeAbوس در بیماران میانگین تیتر ویر). 1جدول (ندارد 
× 106منفی HBeAbو در بیماران  3/3×106± 3/9×106مثبت 

می باشد که اختلاف معناداري بین مارکر 41/1×106 ± 7/2
  .)P<0.9(و تیتر ویروس وجود ندارد  HBeAbسرولوژیکی 
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 در بیماران HBV DNAبررسی حضور  ٢٦

تیتر ویروس و ) انحراف معیار(مقایسه بین میانگین  .1جدول 
 مزمن  Bهپاتیت متغییرها در بیماران مبتلا به

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

معنی دار  P<0.05. می باشدChi- Square آزمون آماري * 
  .می باشد

 
 

  بحث
به عنوان معیاري براي شناسایی  HBV-DNAتعیین سطوح 

مرحله بیماري، ریسک پیشرفت بیماري نسبت به سیروز و 
HCC (Hepato Cellular Carcinoma)  شناسایی

بیمارانی که نیاز به درمان ضدویروسی دارند، تعیین پاسخ به 
به طور کلی، . درمان و شناسایی بروز مقاومت هاي دارویی است

به  HBeAg سرم بعد از  بین رفتن  HBV-DNAسطوح 
        مطالعات متعدد نشان. طور چشمگیري کاهش می یابد

بیماران، خطر پیشرفت  در Bهپاتیت  eمی دهند که آنتی ژن 
بیماري و عفونت زایی را افزایش می دهد که در نهایت منجر به 
هپاتیت فعال، مزمن پیشرفته، سیروز کبد و سرطان سلول هاي 

حاملین مزمن بدون ). 14-18(خواهد شد  HCCکبدي 
ژنوم بر  105منفی و با بار ویروس کمتر از  HBeAgعلامت با 

ترانسفراز کبدي نرمال، در حالتی نسبتا میلی لیتر و آلانین 
پایدار قرار می گیرند که پیشرفت پاتولوژیکی و کلینیکی 

   در  HBV-DNAسطح ). 15(بیماري در آنها کمتر است
منفی گزارش شده  HBeAgرنج هاي متفاوتی در بین بیماران 

 2006و همکاران در سال  Huangدر مطالعه اي که توسط 
ورد مطالعه داراي تیتر ویروس جمعیت م% 80صورت گرفت، 

در شمار . آنها داراي تیتر ویروس پایین می باشند% 20بالا و 

منفی ویروس به  HBeAgزیادي از بیماران هپاتیت مزمن با 
از % 92بر اساس نتایج مطالعه حاضر ). 16(تکثیر ادامه می دهد 

در همه  HBV DNAمثبت بودند که  HBeAbبیماران 
میانگین کپی در میلی لیتر سرم آنها با . بیماران شناسایی شد

در . بوده است Real Time PCR 106×7/3استفاده از روش 
بیمار  30بر روي  2008و همکاران در سال  Cohiمطالعه 

بودند و  HBV DNAانجام شد همگی در سرم خود حامل 
در هر میلی لیتر از  73/3 × 106میانگین کپی در این مطالعه

و همکاران در  Liuمطالعه اي که توسط  در). 19(سرم بود 
از بیماران داراي تیتر % 37انجام شد، حدود  2005سال 

نتایج این مطالعه نشان . بودندCopies/ml  105ویروس بالاي
و  Copies/ml 105 داد که بیماران با تیتر ویروس کمتر از

درصدي  22داراي موتاسیون در نواحی کور و پره کور افزایش 
در مقایسه با بیماران  HCCبیماري نسبت به  در پیشرفت

جهش هاي پره کور در ).20(داراي تیپ وحشی ویروس بودند 
طی عفونت با تایپ وحشی و در طول تغییرات سرمی از 

HBeAg  بهanti-HBe  در مرحله حذف توسط سیستم
این . به وجود می آیند) Immune Clearance(ایمنی 

واریانت ها جهش هایی را در ناحیه پره کور که مانع تولید 
HBeAg  می شود، با خود حمل می کنند، علی رغم اینکه

با اینکه ). 21(تولید ویریون هاي عفونی را ادامه می دهند 
می CHB سرمی به عنوان معیار درمان بیماران  DNAسطح 

ویروسی و  DNAاط بین سطح باشد، ولی هنوز در مورد ارتب
برخی مطالعات . آسیب کبدي بحث هاي فراوانی مطرح است

ویروسی و آسیب کبدي را در بیماران  DNAارتباط بین مقدار 
برخی مطالعات گزارش کرده اند . تأیید کرده اند HBeAgفاقد 

ویروسی همیشه نشانه بهبود بیماري  DNAسطح پایین 
ت بیماري و پیشرفته شدن آن نیست و در برخی از بیماران شد

برخی از مطالعات ارتباط بین تیتر ). 23و4،22(را رقم می زند 
ویروس و سطوح آنزیم هاي کبدي را رد نموده و بر عکس 
گروهی دیگر از دانشمندان ارتباط ژنوتیپ و تیتر ویروسی و 

در مطالعه حاضر ). 20،24(صدمه کبدي را گزارش کرده اند 
ي در تیتر ویروس با جنسیت، سن، و هیچ اختلاف معنادار

اگر چه بین ). P>0.05(میزان آنزیم هاي کبدي وجود ندارد 
اختلاف معنادار آماري به  HBeAgتیتر ویروس و وضعیت 

مثبت تیتر ویروس  HBeAbدست نیامد، اما در بیماران 
منفی بیشتر است و این در  HBeAbنسبت به بیماران 

ران با این مشخصه سرولوژیکی حالیست که انتظار می رود بیما
منفی  HBeAbتیتر ویروس پایین تري نسبت به بیماران 

           مقدار احتمال
)P *Value( 

 )انحراف معیار(میانگین 

  
   تیتر ویروس          
  متغییرها

 

06/0 
107×5 )107×1(  
107×2 )107×7(  

 

  )درصد(سن 
41< )56(  
41≥ )44(  

95/0 

  
107×3 )108×1( 
107×3 )107×8(  

 

  )درصد(جنسیت 
  )68(مرد 
 )32(زن 

 

65/0 107×2 )107×6(  
107×4 )108×1(  

 

  )درصد(بیماران 
  )24(درمان شده 
 )76(درمان نشده 
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یازدهموم، شماره س، دوره 90مستان ز  

  و همکارانسعاد غایشی 

عفونت هاي % 58با توجه به اینکه در ایران حدود . داشته باشند
       precoreهمراه با موتاسیون در ناحیه  HBVویروسی 

می باشد و ممکن است علی رغم همانندسازي فعال ویروسی، 
anti-HBe  بنابراین عدم وجود ). 24(گردد نیز مشاهده

HBeAg  و یا حضورanti-HBe  هرگز نباید بدین معنا تلقی
شود که عفونت در فاز غیرهمانندسازي قرار دارد و سنجش 

HBV-DNA  و سایر تست هاي سرولوژیکی نیز ضروري به
  .نظر می رسد

  
  نتیجه گیري

 HBeAbنتایج این مطالعه نشان می دهد که طیفی از بیماران 
بنابراین ضروري است . ثبت، داراي تیتر ویروسی بالایی بودندم

در این  precore /coreکه احتمال حضور موتاسیون هاي 
  .بیماران مطالعه شود

  
  تشکرو قدردانی

این مطالعه با حمایت مرکز تحقیقات سازمان انتقال خون ایران 
بدینوسیله از . و دانشگاه شهید بهشتی انجام گردیده است

سئولین محترم این سازمان و دانشگاه شهید بهشتی زحمات م
با دانشجو داشته اند، تشکر و که در این تحقیق همکاري لازم را 
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