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Background and Aim: Breast cancer is the most common malignancy among women and 

Epstein Barr virus could be a reason to develop this cancer. The aim of this study is to evaluate 

the association between Epstein Barr virus and breast cancer by Immunohistochemical method 

in Fars province hospitals. 

Materials and Methods: This study was carried out in 1390-1395. 80 cases of breast 

cancer tissue samples were selected from formalin-fixed paraffin embedded blocks from Fars 

province hospitals and by immunohistochemistry method the expression of the LMP1 viral 

protein were examined. Data analyzed by SPSS statistical software. 

Results: Epstein Barr virus was not detected in the breast cancer tissues and expression of 

viral protein of LMP1 was not observed in any of the breast cancer specimens by 

Immunohistochemistry. 

Conclusions: The results were shown that Epstein Barr virus may not be associated with 

breast cancer in Fars province and further studies are needed to determine the relationship 

between breast cancer virus with a variety of molecular methods. 
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 استان فارس یها مارستانیبافتی سرطان سینه از ب یها در نمونه LMP1 پروتئین شناسایی
 

 افسون شریعت
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ممکن است در توسعه این  بار اپشتاینویروس سرطان سینه رایج ترین بدخیمی در زنان بوده و  زمینه و اهداف:

سینه با روش  و سرطان بار اپشتاین ویروسسرطان نقش داشته باشد. هدف از این تحقیق ارزیابی ارتباط بین 

 باشد. های استان فارس می ایمونوهیستوشیمی در بیمارستان

 از سرطان سینه بافتی نمونه 01انجام گرفت. تعداد  5931-5931این مطالعه در طی سال های مواد و روش کار: 

 روش توسط و شدند های استان فارس انتخاب از بیمارستان فرمالین در شده فیکس پارافینه های بلوک

 آنالیز SPSSآماری  افزار نرم با ها داده گردید. در آنها بررسی LMP1ونوهیستوشیمی میزان بیان پروتئین ویروسی ایم

 شدند.

با  LMP1های سرطان سینه تشخیص داده نشد و بیان پروتئین ویروسی  در بافت بار اپشتاین ویروس: ها یافته

 ینه مشاهده نگردید.های سرطان س روش ایمونوهیستوشیمی در هیچ یک از نمونه

ممکن است با بروز سرطان سینه در استان فارس مرتبط  بار اپشتایننتایج نشان داد که ویروس :گیری نتیجه

 نباشد و تعیین ارتباط ویروس با سرطان سینه نیازمند مطالعات بیشتری با انواع روش های ملکولی است.

 

LMP1پروتئینونوهیستوشیمی،،سرطانسینه،ایمباراپشتاینویروس:کلیدی کلمات
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مهمقد

شایع سینه اکثرسرطان در زنان میان در بدخیمی ترین

جمعیت سالبودهها در سرطان این شیوع درو اخیر های

( است افزایش به رو آسیایی 5کشورهای حال در حاضر(.

میرایج ایرانیسرطانسینه زنان درترینعاملمرگدر باشد.

هایژنتیکینقشدارندبروزاینسرطانعواملمحیطیوآسیب

ترینفاکتورهایخطردرتوسعهسرطانسینهبهتأخیر(.مهم6)

تیپیک، غیر هیپرپلازی دیررس، یائسگی حاملگی، سن افتادن

نسینهودرمعرضقرارگیریتاریخچهخانوادگیمثبتازسرطا

هورموناستروژنواشعه اما(،9باشد)هاییونیزهمیطولانیبا

توانندبروزسرطانسینهراتوجیهدراکثرموارداینفاکتورهانمی

 گاهیاوقاتدر بیمارانمبتلابهاینبیماری%08-68نمایندو

ندارد وجود مشخصی خطر محققا.فاکتور سببشد امر ناین

نیزدرنظرعفونتازجملهسایرفاکتورهایخطر هایویروسیرا

(.0بگیرند)

ویروس و سینه سرطان بین ارتباطی تحقیقات برخی

.(0،6نشانمیدهند)(Epstein-Barr virus; EBV)باراپشتاین

 باراپشتاینویروس خانواده اعضای ویریدهاز هرپس

(Herpesviridae)ویرو هرپس گاما یک کهو است انسانی س

آلودهنمودهودرطول58-50حدود %افراددردورانبچگیرا

می باقی پایدار فرد )حیات بزاق(.1ماند طریق ویروساز این

دهد.زمانیکهشدهوعفونتاولیهدرمخاطدهانرخمیمنتقل

%افراددر08-60افتددرعفونتویروسیدربچگیبهتعویقمی

 پزشکی ایران یشناس کروبیممجله 

 5932 فروردین و اردیبهشت – 5شماره  – 55سال 

www.ijmm.irJournal homepage:  
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ش میوکلمنونوکلئبزرگسالیبه عفونیتظاهر صورتز در یابد.

کنترلویروستوسطپاسخایمنیمیزبان،عفونتنهفتهویروسی

کهافرادسالمژنومویروسیراطوریماندهبهباقیBهایدرسلول

سلول در میBهای حمل )خود عفونت2نمایند بین ارتباط .)

بدخیمیباراپشتاینویروس لنفهو لنفوماییمانند بورکیت، وم

اثباتهو معده سرطان نازوفارنکسو سرطان استجکین، شده

سلول6) .) ویروس، به آلوده هستهآنتی7های  ایژن

(Epstein Barr nuclear antigens; EBNAs)پروتئیننهفته9و

کنند.رابیانمی(Latent membrane proteins; LMPs)غشایی

آنتی LMP1(Latent membrane protein 1; LMP1)ژن

ا بیانپروتئین اصلی توسطنکوژن وEBVشده القاء با که بوده

آپوپتوز مهار و سلولی رشد توموریستشدید راسلولی زایی

(.0-3نماید)تحریکمی

اپشتاینهایغیرمستقیمیازارتباطاحتمالیویروسنشانه
بار دارد وجود سینه سرطان ویروسازجملهو درباراپشتاین:

تواندتشخیصبودهوانتقالژنومویروسمیشیربرخیزنانقابل

هادرسینهراتحریکنماید،برخیلنفومهایمرتبطرشدسلول

 میEBVبا رخ سینه تدر سینه سرطان شابهاتدهد،

جکیندربالغینجواندارد،درشرایطاپیدمیولوژیکیبالنفومهو

لسینهتوسطتماسمستقیمباتلیاهایاپیآزمایشگاهیسلول

رده حامل لنفوبلاستوئیدی سلولی آلودهمیEBVهای توانند

کشورهای در مردان بین در سینه سرطان شیوع و گردند

باشدصورتاندمیکاستبالامیبهEBVایکهعفونتمدیترانه

بعلاوهشواهدمستقیمینیزجهتارتباط2،6) .)EBVوسرطان

شناسایی با پروتئینژنسینه و تومورهایها در ویروسی های

(.2)آمدهاستدستبهسینه

عفونتازآنجاکه بین ارتباط ارزیابی جهت مطالعات اکثر

شدهوسرطانسینهدرکشورهایغربیانجامباراپشتاینویروس

این از هدف است گرفته صورت ایران در کمی تحقیقات و

وسرطانسینهدراستانEBVمطالعه،تعیینارتباطبینعفونت

 پروتئین بیان ارزیابی و LMP1فارس درباراپشتاینویروس

ایمونوهیستوشیمینمونه روش با سینه سرطان بافتی های

تعیینارتباطبینسرطانسینهومی درفهمتنهانهEBVباشد.

آسیب جهتبهتر بلکه است اهمیت حائز بیماری این شناسی

سرطانسینهنیزمهمموقعبهیودرمانتشخیصاولیه،پیشگیر

 باشد.می

 ها مواد و روش

 های بافتی سرطان سینه آوری نمونه جمع

باراپشتایناینمطالعهجهتشناساییارتباطبینویروس

بیمارستان در ایمونوهیستوشیمی روش با سینه سرطان هایو

تعداد1958-1950هایاستانفارسدرطیسال انجامگرفت.

نمونهبافتیپارافینهسرطانسینهفیکسشدهدرفرمالیناز68

بیمارستان و شیراز پزشکی علوم دانشکده هایبخشپاتولوژی

کازروندرازجملهشهرهایمختلفاستانفارس و فسا جهرم،

آوریگردید.ازهربلوکپارافینهدوجمع1958-1951هایسال

 با برشاسلاید با میکرومتری چهار میکروتومهای دستگاه

(Leitz, Germany از( یکی بافتی، نمونه هر از شد. تهیه

 رنگبرشاسلایدهای انجام جهت شده آمیزیگیری

به ائوزین و توسطهماتوکسیلین سینه سرطان تأیید منظور

پروتئین جهتارزیابیبیان دیگر اسلاید LMP1پاتولوژیستو

یمیمورداستفادهقرارباروشایمونوهیستوشباراپشتاینویروس

 گرفت.

 ها آمیزی هماتوکسیلین و ائوزین نمونه رنگ

نمونهرنگ تأیید منظور به اسلایدها از یکی هایآمیزی

شد. انجام پاتولوژیست توسط سینه سرطان انجام بافتی جهت

قرارگیریاسلایدهایرنگ ائوزینپساز آمیزیهماتوکسیلینو

 محلبرشحاوی در پارافینه زایلنولهای  های

(Merck, Germany) الکل آمیزیرنگ(Simin Tak, Iran)و

 هماتوکسیلین با 1اسلایدها %(Merck, Germany).شد انجام

 الکل اسید محلول در آمونیاک68سپساسلایدها محلول و %

(Merck, Germany)ائوزین با و گرفتند  قرار

(Merck, Germany)مانرنگ از پس شدند. کردن،آمیزی ت

رنگ مجدداسلایدهای بررسی پاتولوژیست توسط شده آمیزی

هایسرطانسینهعنواننمونهپارافینهبهبرش68شدندوتمامی

موردتأییدقرارگرفتند.

در  بار اپشتاینویروس  LMP1ژن  ارزیابی بیان آنتی

 های سرطان سینه با روش ایمونوهیستوشیمی نمونه

 StreptABComplex/HRP, Mouse/Rabbitکیت

(Dako,Denmark) پروتئین بیان ویروسLMP1جهتبررسی

هایبافتیسرطانسینهمورداستفادهقراردرنمونهباراپشتاین

آنتی گرفت. علیه رفته بکار منوکلآنتی،LMP1بادی نالوبادی

 ایمونوگلبولین ایزوتایپ G1موشی کلون  CS 1-4کاپا
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(Dako, Denmark)راحلآزمایشایمونوهیستوشیمیبود.همهم

هاوبرشدریکاتاقکمرطوبانجامگرفتتاازخشکشدن

سبباتصالاتآنتی خشکشدناسلایدها بادیجلوگیریشود.

می زمینه رنگ افزایش و باغیراختصاصی منظور بدین گردد.

ریختنآبدریکظرفپلاستیکیوقراردادندرپوشبرروی

حیطحفظگردید.آنرطوبتلازمدرم

ایمونوهیستوشیمی مراحل انجام اسلایدهایجهت ابتدا

دمایبرش درجه96گیریشدهجهتپارافینزداییدرآونبا

%188ساعتوسپسدردومحلولزایلن16سلسیوسبهمدت

(Merck, Germany)محلول و اتانول 188های و %60% 

(Simin Tak, Iran)مدت به ق0هرکدام شدند.دقیقه داده رار

پسازشستشوباآب،جهتممانعتازفعالیتپراکسیدازداخلی

 هیدروژن پراکسید محلول در  %9اسلایدها

(Farayand Gostar, Iran)بهمدت1:5ومتانول)بهنسبت )0

فسفاته بافر با سپس و گرفتند قرار  دقیقه

(Phosphate buffered saline; PBS)(CMG, Iran)0بهمدت

از جلوگیری جهت بعد مرحله در شدند. داده شستشو دقیقه

آنتی وواکنش بافت داخلی های ایمونوگلبولین با ثانویه بادی

هایاولیهوثانویه،سرمبادیدرآنتیFcگیرندهممانعتازاتصال

 بزی  (Dako, Denmark)(Normal goat serum)نرمال

 نسبت 1:08)به مدت به ا08( به شد.دقیقه افزوده سلایدها

آنتی ترتیب به سپس اختصاصی موشی اولیه  LMP1بادی

(Clone CS 1-4, Dako, Denmark)بادی(،آنتی1:00)بهنسبت

شده بیوتینیله بزی  ثانویه

(Biotinylated goat anti-mouse/rabbit antibody) 

(Dako, Denmark) نسبت آویدین1:188)به کمپلکس و )

–streptavidin Biotin Complex)کسیدازپرا-بیوتین

horseradish peroxidase)(Dako, Denmark)نسبت )به

هرکدامبهمدت1:188 پایانهر98( در دقیقهاضافهشدندو

 با شستشویاسلایدها سپسمحلولPBSمرحله، انجامگرفت.

 آمینوبنزیدین  (Diaminobenzidine; DAB)دی

(Dako, Denmark)منظورتهیهدقیقهافزودهشد.به18بهمدت

 mg/mL1محلولدیآمینوبنزیدینبایدیکقرصDABرادر 

 mL18بافرPBSحلکردهسپس mL0لوله در ازمحلولرا

 و µL10 آزمایشریخته هیدروژن اضافه9پراکسید آن به %

محلول در دادناسلایدها قرار با نهایتاً %و60هایاتانولنمود.

188 زایلن محلول و %188 مدت به هرکدام و%0 دقیقه

آنرنگ بیانآمیزی جهتبررسی اسلایدها هماتوکسیلین، با ها

آنتی ویروسی قرارLMP1ژن ارزیابی مورد میکروسکوپ زیر

گرفتند.

سلولازآنجاکه سرطان بین مورفولوژیک هایتشابهات

مرتبطباسرطانسینهوسرطاننازوفارنکسازجملهتلیالاپی

EBV( دارد نازوفارنکس54وجود سرطان بافتی نمونه یک ،)

 عفونت به وابسته بخشگرفتهباراپشتاینویروس از شده

آمیزیباروشپاتولوژیدانشگاهعلومپزشکیشیرازپسازرنگ

عنواننمونهبهLMP1ژنویروسیایمونوهیستوشیمیبابیانآنتی

 شد. گرفته نظر در مثبت سلولکنترل سرطانیهمچنین های

آنتی افزودن بدون سینه بهمنوکلونالبادی نمونهموشی عنوان

کنترلمنفیبهکاررفتند.

 آنالیز آماری

اطلاعاتمربوطبهبیمارانازقبیلمیانگینسنی،جنسیت،

 نسخه با تومور اندازه میانگین و سرطان افزارنرم17نوع

(Chicago, USA)SPSSشدند یافتهآنالیز اساسو بر  ها
means±SD.محاسبهگردید

 ها یافته

 های بافتی سرطان سینه بررسی اطلاعات نمونه

هایبافتیموردمطالعهازبیمارانمبتلابهمشخصاتنمونه

سرطانسینهازقبیلسن،جنسیت،نوعسرطانواندازهتوموربر

68(آمدهاست.میانگینسنی1درجدول)means±SDاساس

مرد6%(و51زن)69بودکه0/08±0/18بیمارموردبررسی

برمی5) در را دربیمارانمورد%( میانگیناندازهتومورها گرفت.

مورد60متربودوسرطانسینهدرسانتی61/9±00/0مطالعه

بود.Ductal%(ازنوعسرطانسینه51ازبیماران)حدود

مورد مطالعه از بیماران مبتلا به  نمونه بافتی 04مشخصات : 5جدول 

 سرطان سینه در استان فارس

هستندmeans±SDهابراساسیافته

0/08±0/18سن

69Females%(51)جنسیت

(5)%6Males

 60Ductal%(60/59)نوعسرطان

(0/0)%0Lobular 

(00/1)%1Medullary 

(0/0)%0Mucinous 

00/0±61/9(cm)اندازهتومور
SD: Standard deviation
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در  بار اپشتاینویروس  LMP1ژن  عدم بیان آنتی

 با روش ایمونوهیستوشیمی های بافتی سرطان سینه نمونه

رنگ از نمونهپس ایمونوهیستوشیمی بافتیآمیزی های

دراینLMP1ژنویروسیسرطانسینه،جهتبررسیبیانآنتی

تنهانهباسرطانسیبارناپشتایویروسهاوارزیابیارتباطنمونه

سلول قابلهایسرطانیاپیرنگزمینهدر مشاهدهتلیالسینه

 ویروسی پروتئین و سلولLMP1بود سیتوپلاسم هایدر

نشد)شکلاپی 1Bتلیالدیده شکل)Aو .)C1سلول های(

بیان نازوفارنکس سرطانی کنترلبهLMP1کننده نمونه عنوان

( شکل و سلوD1مثبت افزودنل( بدون سینه سرطانی های

نشانموشیبهمنوکلونالبادیآنتی عنواننمونهکنترلمنفیرا

دهد.می



آمیزی و بیان  دهد. رنگ در نمونه سرطان سینه را نشان می بار اپشتاینویروس  LMP1 آمیزی ایمونوهیستوشیمی رنگ (Bو  A) های شکل: 5شکل 

LMP1 موشی منوکلونالبادی  یال سینه با آنتیتل های سرطانی اپی در سلول CS1-4 شود. شکل  تشخیص نبوده و تنها رنگ زمینه مشاهده می قابل

(C) کننده های سرطانی نازوفارنکس بیان سلول LMP1 دهد. شکل  کنترل مثبت نشان می عنوان را به(D) های سرطانی سینه بدون افزودن  سلول

 اند نشان داده شده 044ها با بزرگنمایی  دهد. شکل ونه کنترل منفی را نشان میعنوان نم به موشی منوکلونالبادی  آنتی
(LMP1: Latent membrane protein 1) 



 بحث

 سلولباراپشتاینویروس در بدخیمی ایجاد هایبا

سرطاننازوفارنکسمرتبطبودهواینویروسازجملهتلیالاپی

(.55شتهباشد)ممکناستدرتوسعهسرطانسینهنیزنقشدا

ارتباطبین اینمطالعهبرایاولینبار وباراپشتاینویروسدر

بیان گرفتو قرار بررسی فارسمورد استان در سینه سرطان

آنتی ویروسی نمونهLMP1ژن بادر سینه سرطان بافتی های

روشایمونوهیستوشیمیارزیابیگردید.روشایمونوهیستوشیمی

هدفقراردادهوتعیینمحلمیهایویروسیرپروتئین نماید.ا

 بیان روش این بنابراین، سلولباراپشتاینویروس در هایرا

(.2نماید)هایاطرافمتمایزمیتوموریازلنفوسیت

 بین ارتباط ارزیابی جهت متعددی ویروسمطالعات
شدهوسرطانسینهباروشایمونوهیستوشیمیانجامباراپشتاین

تحقیقحاضرمیاستکهتأیی دکننده تحقیقیازجملهباشد. در

اپشتاینوهمکارانصورتگرفتویروسLespagnardکهتوسط
بار ایمونوهیستوشیمیهانمونهدر روش با سینه سرطان ی

)قابل نبود مطالعه56تشخیص در .) عنوانChuای همکاران و

 ویروس روشباراپشتاینکردند با سینه سرطان در

نمیایمونوهی بیان )ستوشیمی دیگر59شود تحقیقات در .)
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توسطانجام Luqmaniشده ،Deshpande ،Herrmann ،Murray

درباراپشتاینویروسوهمکارانعدمبیانایمونوهیستوشیمی

)نمونه گردید گزارش سینه سرطان در50-50های همچنین .)

،Perrigoue،Joshi،Torabizadehایکهتوسطمطالعاتجداگانه

Kadivar بین ارتباطی گرفت صورت همکارانشان ویروسو
وسرطانسینهباروشایمونوهیستوشیمیدیدهنشدباراپشتاین

ارتباط65-50) درتحقیقاتدیگرینیزنتایجمنفیاز ویروس(.
(.مشابهبااین66-60وسرطانسینهبهدستآمد)باراپشتاین

 ارتباطی تحقیق این در مطالعات، بین وباراپشتاینویروس

سرطانسینهدراستانفارسمشاهدهنشدوهیچنتیجهمثبتی

هایسرطاندرنمونهباراپشتاینویروسLMP1ژنازبیانآنتی

سایر با که نیامد دست به ایمونوهیستوشیمی روش با سینه

یافتهمطالعاتانجام در اینتشابه همخوانیدارد. ممکنشده ها

ازروشیکسانایمونوهیستوشیمیجهتاستبهدل یلاستفاده

ارزیابیارتباطویروسباسرطانسینهدراینتحقیقاتباشد.

وهمکارانبیانXueبرخلافاینتحقیق،دریکبررسی

هایسرطانسینهباروشرادرنمونهباراپشتاینویروسهایژن

PCR(درمطالعه61مشاهدهکردند.)ایFinaویروسوهمکاران
(.62رادربرخیازتومورهایسینهتشخیصدادند)باراپشتاین

وهمکارانعنواننمودندویروسدرLabrecqueدرطیآزمایشی

(.همچنیندر60شود)هایاپیتلیالسرطانسینهبیانمیسلول

 بین ارتباطی مختلفی مطالعات سرطانربااپشتاینویروس و

مشاهدهشدکهبااینتحقیقهمخوانینداردPCRسینهباروش

آمدهازایندستهایبه(.عللاختلافدریافته96-60،0،1،6)

ارتباط زمینه مطالعاتصورتگرفتهدر سایر ویروستحقیقبا
هایباسرطانسینهممکناستبهدلیلحساسیتباراپشتاین

روش متفاوت رفته بکار مقPCRروشازجملههای بادر ایسه

نمونه انواع در تفاوت باشد. موردروشایمونوهیستوشیمی های

)بافت جمعیتمطالعه و تازه( یا هایمختلفموردهایپارافینه

نیزممکناستدر غیره( آمریکاییو اروپایی، بررسی)آسیایی،

اینتناقضدخالتداشتهباشند.

 روش روشیPCRگرچه ویروس ژنوم تشخیص جهت

و انجام،باشدحساسمیاختصاصی مطالعات پایهاما بر گرفته

PCRهایهایتوموریازلنفوسیتتوانندویروسرادرسلولنمی

مطالعه جهت محدودیت یک این و نمایند متمایز اطراف

است لنفوسیتی ارتشاحات دارای که سینه سرطان تومورهای

روسبراییافتنویPCR(.بعلاوه،مطالعات2گردد)محسوبمی

باباراپشتاینویروسهایسالممجاورباتومورهایواجددربافت

ویروسمختص که است این از حاکی که شد شکستمواجه

می )تومورها (،61باشد روش با مقایسه در روشPCRاما ،

هایهایویروسیرادرسلولتواندپروتئینایمونوهیستوشیمیمی

یالغیربدخیمتعیینمحلتلهایاپیتلیالبدخیموسلولاپی

(.2،0دهد)تریبهمامینمودهونتایجدقیق

ممکنباراپشتاینویروسنتایجاینتحقیقنشاندادکه

نباشد. مرتبط فارس استان در سینه سرطان بروز با است

آنتی بیان عدم همچنین LMP1ژن درباراپشتاینویروس

،متفاوتیرخدهد.اولدبهدلایلتوانهایسرطانسینهمینمونه

در کمتری حساسیت است ممکن ایمونوهیستوشیمی روش

LMP1جهتتشخیصPCRهایوسترنبلاتومقایسهباروش

 باشد. آنتیدومداشته کلون ، اینCS 1-4بادی در رفته بکار

ویروسی پروتئین با واکنش جهت کمتری حساسیت تحقیق

LMP1کلون با مقایسه S12هایبادیهایآنتیدر anti-136و

0دارد) فقدانبیانسوم(. ،LMP1تواندبهدلیلمحدودیتمی

تکنیکایمونوهیستوشیمیبررویبافتفیکسشدهدرمقایسه

( باشد تازه بافت 0با آنتیچهارم(. ، برخیLMP1ژن در

 به وابسته تومورهای روشباراپشتاینویروس با

نمی بیان )ایمونوهیستوشیمی روشپنجم(.2شود در ،

دلیل به است ممکن کاذب مثبت نتایج ایمونوهیستوشیمی

آنتی متقاطع آنتیواکنش با یاژنبادی غیراختصاصی های

توانند(.تمامیاینعواملمی2پذیریبالایزمینهرخدهد)رنگ

نمونهLMP1تشخیصبیانعدم هایبافتیسرطانسینهدردر

 نمایند. توصیف را مطالعه ارتباطاین تعیین جهت بنابراین

بارباسرطانسینهبایدمطالعاتبیشتریباانواعاپشتاینویروس

هادراینزمینهصورتگیرد.روش

 تقدیر و تشکر

نویسندهاینمقالهمراتبقدردانیخودراازکارکنانبخش

پرسنلبیمارستان و پزشکیشیراز علوم هایپاتولوژیدانشکده

دارد.تانفارساعلاممیشهرهایمختلفاس

 تعارض منافع

نویسند میکروبهبین مجله ایرانو پزشکی شناسی

تعارضمنافعیوجودندارد.گونهیچه
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