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  چكيده 
شـايعترين علـت    HBV .مي باشـد )  HCC(عامل اصلي كارسينوم سلول كبدي)  B)HBVعفونت با ويروس هپاتيت: سابقه و هدف

HCC هدف از اين مطالعه تعيين ژنوتيپهاي .در ايران در نظر گرفته مي شود HBV  دربيماران ايراني مبتلا بهHCC مي باشد.  
ژنوتيـپ  . از مراكز درماني مختلف جمع آوري شد HBVدر اثر  HCCمبتلا به ) زن 9مرد و  31(بيمار 40بلوكهاي پارافيني: روش كار

HBV بوسيله سكوانسينگ در نمونه ها تعيين گرديد و درخت فيلوژنتيك ترسيم شد.  
  . بود D، ژنوتيپ  HBVك نشان داد كه ژنوتيپ كليه ايزوله هاي آناليز فيلوژنتي: يافته ها

  .   مي باشد HCCدربيماران ايراني مبتلا به  Bتنها ژنوتيپ هپاتيت  Dاين مطالعه نشان داد كه ژنوتيپ  :نتيجه گيري
  ، ژنوتيپ) HCC(كارسينوم سلول كبد، )  B )HBVهپاتيت  ويروس :واژگان كليدي

  
  

  مقدمه
يكي از مشكلات بهداشـت عمـومي     B(HBV)وس هپاتيت وير عفونت با

در سراسر جهان و عامل اصلي هپاتيـت مزمن،سـيروز و كارسـينوم سـلول     
تخمـين زده مـي شـود كـه حـدود دو بيليـون       . مي باشـد )  HCC(كبدي

. را داشـته باشـند   HBVنفرشواهد سرولوژيك آلودگي قديمي يا فعلـي بـا   
ايـن  % 75مـي باشـند و    HBVميليـون نفـر حامـل مـزمن      350بيش از 

گزارش ). 2و1(حاملين مزمن در آسيا و غرب اقيانوس آرام زندگي مي كنند
به سمت سيروز، نارسـايي كبـدي    HBVافراد آلوده به  %15-40شده كه

ميليون نفر جان خود را در  2/1تا  500000پيش ميروند و سالانه  HCCو
  ).3،4(از دست مي دهند  HBVاثر عفونت با 

 A،هشت ژنوتيپ مختلف كه از  HBVدر ايزوله هاي  DNAگسكوانسين
اين ژنوتيپ ها بر اسـاس وجـود   . نامگذاري شده اند را نشان مي دهد  Hتا

). 5-7(ها مشـخص مـي گردنـد    HBVدر ژنوم كامل % 8اختلاف بيش از  
). 8-12(توزيـع جغرافيـايي متفـاوتي دارنـد     HBVژنوتيپ هـاي مختلـف   

الي، شمال اروپا، هنـد و آفريقـا ديـده مـي     عمدتا در امريكاي شم Aنوتيپ
در آسيا به ويژه آسياي جنوب شـرقي و خـاور دور،    Cو   B ژنوتيپ . شود

 Eدر جنــوب اروپــا، خــاور ميانــه، مديترانــه و هنــد، ژنوتيــپ   Dژنوتيــپ 
در آمريكـاي جنـوبي و مركـزي و     Fدرآفريقاي غربـي و جنـوبي، ژنوتيـپ    

اخيـرا در   Hژنوتيپ ).17-13(ايعترنددر ايالت متحده و اروپا ش Gژنوتيپ 
  ).18(آمريكاي مركزي و كاليفرنيا مشخص شده است 

در ايجـاد تظـاهرات باليني،شـدت ايـن      HBVتاثيرات ژنوتيپهاي مختلف 
و در كشورهاي مختلـف  )19-24(تظاهرات و پاسخ به درمان شناخته شده 

عمده اي در جهت تعيين اين ژنوتيپها در شكلهاي مختلف باليني تلاشهاي 
  .صورت گرفته است

  

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID
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24_______________________________________________________________________در كارسينوم كبدي Bژنوتيپ هپاتيت 

  
شايعترين بدخيمي اوليه كبد مي باشد كـه  )  HCC(كارسينوم سلول كبد

در ايـران  ). 25(لانه موجب يك ميليون مرگ در سراسر جهان مي گرددسا
مثبـت بـوده و    HBVبراي حداقل يكي از نشـانگرهاي   HCCموارد % 80

HBV  شايعترين علتHCC  26(در ايران در نظر گرفته مي شود.(  
در پيشرفت بيماران آلـوده بـه    HBVامروزه بر نقش ژنوتيپ هاي مختلف 

تاكيد شده و مطالعات مختلفـي در ايـن مـورد     HCCاين ويروس به سمت
دربيمـاران   HBVهدف از اين مطالعه تعيين ژنوتيپهـاي  . صورت مي گيرد
  .مي باشد HCCايراني مبتلا به 

  
  روش كار

،  HCCبيمار مبتلا به  40اين مطالعه به صورت توصيفي مقطعي بر روي  
HBsAg ن از مراكز بلوكهاي پارافيني اين بيمارا.مثبت صورت گرفته است

 -HbsAg antiدرماني مختلف جمع آوري شده و پرونـده  آنهـا از نظـر    
HCV, و anti- HIV بيماراني كه از نظر.بررسي گرديدHBsAg   مثبـت
آنهـا منفـي بودنـد وارد  مطالعـه      anti -HIV و  anti- HCVبوده ولي 

بلوكهاي اين بيماران برش داده شد ولامهاي تهيه شده بـراي تعيـين   .شدند
و عدم وجود نكروز، توسط پاتولوژيسـت   HCCهترين بلوك از نظر وضوح ب

مـورد   DNAبررسي گرديدند و بلوكهاي انتخـاب شـده جهـت اسـتخراج     
ميكرومتر از بلوكهاي انتخـاب شـده    10تا  5برشهاي . استفاده قرار گرفتند

سپس اين برشها توسط گزيلول دپارافينه . تهيه شد DNAجهت استخراج 
كيفيـت  . كلروفرم از نمونه ها اسـتخراج گرديـد  /ا روش فنلب DNA.شدند 

DNA   توسطPCR  با استفاده از پرايمرهايPCO3/PCO4    كـه يـك
 از محصول ژن بتا گلوبين انسـاني را تكثيـر مـي نماينـد       bp-110قطعه 

مثبـت بـا   ß-Globinسـپس روي نمونـه هـاي    .مورد ارزيابي قـرار گرفـت  
و  'PrsS2-F: 5’-GGGACACCATATTCTTGG-3پرايمرهاي 

S1-R: 5’-TTAGGGTTTAAATGTATACCCA-3'   بعنوان
فــوق بــا  PCRمحصــول . انجــام شــد PCRجفــت پرايمرهــاي خــارجي 

  YS1-F: 5’-GCGGGGTTTTTCTTGTTGA '3-پرايمرهــاي 
 YS2-R: 5’-GGGACTCAAGATGTTGTACAG '3-و  

 Nested PCRبا روش . مورد بررسي قرار گرفت Nested PCRبصورت 
ويـروس   Sژن  787تـا   203از نوكلئوتيـد   bp585ه يـك قطعـه   يـاد شـد  
توسـط كيـت    PCRسـپس محصـولات  .تكثيـر داده مـي شـود    Bهپاتيت 

ــول   ــيص محصـ  ,PCR  )Roche Diagnostics Gmbhتخلـ
Mannheim, Germany ( خـــالص شـــده و بـــراي تعيـــين تـــوالي

سـكانس هـاي بدسـت آمـده بعـد از ويـرايش       . ارسال شدند) سكوانسينگ(
و در  Bioeditو  DNA Starدر برنامه  Chromasتوسط برنامه  ابتدايي

سـپس بررسـي   . مقايسه با سكانس پرايمرهـا مـورد ويـرايش قـرار گرفتنـد     
در مورد آنها و سكانسهاي رفرانس دريافت شده از ) Aligned(مقايسه اي 

 و بـا روش   Bioeditو  DNA Starبانك ژن بـا اسـتفاده از نـرم افـزار     
CLUSTAL W آناليز فيلوژنتيك با استفاده از نـرم افـزار  . گرديد انجام 

TREECON فواصل ژنتيكي بـا اسـتفاده از روش   . انجام شدmatrix   
Kimura 2-parameter  با برنامهTREECON    براورد شد و درخـت

ــتفاده از  روش   ــا اس ــك ب ــه  neighbor-joiningفيلوژنتي ــا برنام      ب
TREECON  ــد ــيم ش ــا . ترس ــات اعتب ــراي اثب ــك  ب ر درخــت فيلوژنتي
Resampling  bootstrap 1000 بار انجام گرفت.  

  
  

  يافته ها
مثبت از نظر ژنوتيپ هاي  HCC ،HBsAg مبتلا به بيمار 40در اين مطالعه 

HBV سـن متوسـط   . زن بودند%  7/22از بيماران مرد و% 3/77. بررسي شدند
ژنوتيـپ   .سـال بـود  ) سـال  18-87محدوده (25/59بيماران در زمان تشخيص 

. بـود  D، ژنوتيپ  HCCجدا شده از كليه بيماران مبتلا به  HBVايزوله هاي 
-neighborدرخــت فيلوژنتيــك ترســيم شــده بــا اســتفاده از  روش 1شــكل 

joining با برنامه TREECON   از ايزوله هايHBV   جدا شده از بيمـاران
  .را نشان مي دهد HCCايراني مبتلا به 

درخت فيلوژنتيك ترسيم شده با استفاده از  روش : 1شكل 
neighbor-joining با برنامه     TREECON از ايزوله هاي

HBV  جدا شده از بيماران ايراني مبتلا بهHCC  . ايزوله هاي
  .نشان داده شده اند Iran-HBV-Hمربوط به ايران با 

  
  بحث
HBV مي باشد، كه امروزه بر اساس مقايسه عضوي از خانواده هپادناويروس ها

نامگذاري شده اند،   H تا Aكل تواليهاي ژنوميك به هشت ژنوتيپ كه از 
آلودگي با اين ويروس موجب طيف وسيعي از ). 14و13(تقسيم مي گردد

تظاهرات باليني از ناقل بدون علامت ، هپاتيت مزمن،سيروز و سرطان كبد مي 
  ).25(گردد

ين امكان وجود دارد ). 8-12(جغرافيايي متفاوتي دارند توزيع HBVژنوتيپهاي
  ).  18( كه ژنوتيپ هاي مختلف با شدت هاي متفاوت بيماري همراه باشند
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  41فصلنامه بيماري هاي عفوني و گرمسيري ، سال سيزدهم ، شماره 
25_______________________________________________________________________________ رسول همكار و همكاران

  
و همكــارانش در ژاپــن  Oritoتوســط  2001در مطالعــه اي كــه در ســال 

كه در آنها ژنوتايپينگ صورت  HBVبيمار آلوده به  720صورت گرفت، در 
% C ،4/0ژنوتيــپ% B ،7/84ژنوتيــپ% A  ،2/12ژنوتيــپ% 7/1گرفــت 
نشـان داد كـه    اين مطالعه. داراي ژنوتيپ تركيبي بوده اند% 1و  Dژنوتيپ 

در ژاپن غالب هسـتند و تفـاوت هـاي چشـمگيري در      Cو Bژنوتيپ هاي 
در مطالعـه  ). 27(علايم باليني بيماران با ژنونيپ هاي مختلـف وجـود دارد  

توسط همين فرد صورت گرفت ژنوتيپ غالب در  2003ديگري كه در سال 
  HCCگزارش شدند ولي بين بيماران مبتلا به Cو Bآسياي جنوب شرقي 

در ژاپن . آلوده به اين دو ژنوتيپ در ژاپن و تايوان تفاوت هايي مشاهده شد
سـال يـا بيشـتر     70سـن متوسـط    HBV/B بـا  HCC بيماران مبتلا به

 HBV/C 55 بـا  HCC داشتند در حاليكه سن متوسط بيماران مبتلا بـه 
ــايوان عكــس ايــن مطلــب مشــاهده  . ســال گــزارش شــد در حاليكــه در ت

  ). 28(گرديد
بودنـد ولـي    Cو Bطالعه اي كه در چين صورت گرفت، ژنوتيپ غالب در م

و  Mainlandدر . توزيع آنها در نقـاط مختلـف ايـن كشـور متفـاوت بـود      
، در حاليكه در %)1/85و  5/52به ترتيب ( غالب بوده Cشمال چين ژنوتيپ

نيز در  Dو Aژنوتيپ هاي %) . 55(غالب بوده است Bجنوب چين ژنوتيپ 
گـزارش نشـده انـد،و     Hتـا  Eه انـد ولـي ژنوتيـپ هـاي     چين گزارش شـد 

در ايـن  . نيـز وجـود دارنـد    B/Cو C/Dگزارشاتي از تركيب ژنوتيپ هـاي 
ــوده و  Bبيشــتر از ژنوتيــپ  Cدر ژنوتيــپ  HBeAgمطالعــه حــاملين  ب

فعاليت هيستولوژيك كمتري از خـود   Bدر ژنوتيپ  HBVحاملين مزمن 
  ). 29( نشان داده اند

و همكــارانش در تــايوان  Kaoتوســط  2000در ســال  در مطالعــه اي كــه
در سنين  HCCدر بيماران سيروتيك و مبتلا به  C  صورت گرفت ژنوتيپ

 50در بيمـاران كمتـر از    Bسال ديده شد ،در حاليكه ژنوتيپ  50بالاتر از 
بـا بيماريهـاي    Cسال مشاهده گرديد و به اين نتيجه رسيدند كه ژنوتيـپ  

بيشـتر   Bو در افراد جوانتر فاقـد سـيروز ژنوتيـپ      شديدتر كبدهمراه بوده
  ). 23( ديده مي شود

بـه ترتيـب در    Cو Bدر مطالعه اي كه در تايلند انجام شد،  ژنوتيپ هـاي  
 HCCدر بيمـاران مبـتلا بـه    Cژنوتيپ . موارد مشاهده شدند% 21و % 73

سـال   60بـوده ولـي در بيمـاران بـالاي      Bسال شايعتر از ژنوتيپ  40زير 
تومور و بقـا متوسـط    stagingوع كمتري داشته است ولي تفاوتي بين شي

در ايـن مطالعـه بـه ايـن نتيجـه      . بيماران در بين دو ژنوتيپ مشاهده نشـد 
و پيشـرفت سـريعتر بـه      HBeAgبا ميـزان بـالاتر   Cرسيدند كه ژنوتيپ 

همراه مي باشد ولي تفـاوت   Bدر مقايسه با ژنوتيپ HCCسمت سيروز و 
) 30(در اين دو ژنوتيپ مشاهده نمي شود HCCيش آگهي واضحي بين پ

.  
ــال    ــه در س ــه اي ك ــط    2003در مطالع ــايوان توس ــوب ت و  Leeدر جن
با فرمهاي شديدتر بيماري كبدي همراه  Cهمكارانش صورت گرفت ژنوتيپ

 ). 31(بود
شـايعترين ژنوتيـپ در    Dدر بررسي كه در پاكستان انجام گرفت ژنوتيـپ  

 A/Dو تركيــــب  Aپــــس از آن ژنوتيــــپ بــــود و  HCCبيمــــاران 
و همكاران در عربستان نيز شـايعترين   Abdo در مطالعه ).32(قرارداشتند

  ).33(گزارش شد Dدر بيماران ژنوتيپ  HBV ژنوتيپ
بيمار هپاتيت مـزمن   26در ايران بر روي  2005در مطالعه اي كه در سال 

مطالعـه  در  ).34(گـزارش شـده اسـت    Dژنوتيـپ   HBVانجام شده، تنها 
صورت گرفـت نيـز تنهـا     Bمورد ناقل مزمن هپاتيت  5ديگري كه بر روي 

در مطالعات ديگر نيز كه ).  35(گزارش شد  D1، ساب ژنوتيپ  Dژنوتيپ 
بـوده   Dگزارش شـده ژنوتيـپ     HBVدر ايران انجام گرفته تنها ژنوتيپ 

  ). 36-38(است
تعيين مي  HCCه را در بيماران مبتلا ب HBVدر اين مطالعه كه ژنوتيپ 
ايـن بررسـي   . بود Dبدست آمده ژنوتيپ  HBVنمايد، ژنوتيپ ايزوله هاي

 HBVيافته هاي ساير مطالعات بر روي فرمهاي ديگر بيماريهاي ناشـي از  
گـزارش شـده ،   HBVرا كه در آنها نيـز تنهـا ژنوتيـپ    ) 34-38(در كشور
هاي بيماريهاي به نظر مي رسد تمام فرم. بوده را تائيد مي نمايد Dژنوتيپ 
در كشور از ناقل بدون علامت تا كارسينوم كبد تنها توسط  HBVناشي از 
ايجاد مي شود كه اين امر مي تواند بدليل عوامل جغرافيائي و يا  Dژنوتيپ 

  .فاكتورهاي خاص نژادي باشد
  

  تشكر و قدرداني
نويسندگان اين مقاله از انستيتوپاستور ايـران بـراي حمايـت مـالي از ايـن      
تحقيق و قايان دكتر سيد محمد توانگر، دكتر پورخياط و دكتراكبري بـراي  

   .همكاري در تهيه نمونه ها تشكر مي نمايند
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