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 های لنفاوی ها از ضایعات هایپرپلازی واکنشی عقده  در افتراق لنفومAgNORآمیزی  ارزش تشخیصی رنگ

  چکیده
ــه  ــدزمین ــگ  روش :ف و ه ــامل رن ــی ش ــای مختلف ــزی  ه ــیمی ، H&Eآمی  ،ایمونوهیستوش

برای افتراق ضایعات واکنشی در غدد لنفاوی از لنفـوم          میزی نیترات نقره    آ نگ، ر   فلوسایتومتری
 در افتراق لنفـوم     AgNORآمیزی   این مطالعه به منظور تعیین ارزش تشخیصی رنگ       . ود دارد وج

  .های لنفاوی انجام شد از ضایعات هایپرپلازی واکنشی عقده
 مـورد  15 مـورد لنفومـا و    35 بلـوک پارافینـه شـامل        50تحقیق حاضر روی    : روش بررسی   

 امام خمینـی و بـوعلی سـینا سـاری     های ن  بیمارستا شناسی آسیبدر بخش    هیپرپلازی واکنشی 
نقاط سیاه واضـح و     .  شمارش گردید  تصادفیصورت  به  صد سلول لنفوسیتی      یک . گرفت انجام

میانگین تعد د نقاط با اسـتفاده از        . مجزا از یکدیگر به عنوان یک نقطه واحد شمارش گردیدند         
  .ارائه گردیدی تی استودنت آزمون آمــار

د  شمارش شده در دو گروه با برآور       Norی در میانگین تعداد تقاط      دار اختلاف معنی : ا  ه یافته
05/0P<  میانگین نقاط   . وجود داشتAgNOR     و در   27/2±47/0ی   در گروه هیپـرپلازی واکنش ـ 

 در  (AgNOR)ای   دهنده هسـته   همچنین از نظر مورفولوژی نقاط سازمان     .  بود 71/6±72/1لنفوما  
  .لازی واکنشی بودندتر از هیپرپ تر و نامنظم ها بزرگ لنفوم

ای در افتـراق ضـایعات هیپـرپلازی واکنشـی            هسـته   دهنده میزان نقاط سازمان  : گیـری    نتیجه
هـا تعـداد نقـاط مـورد         ضایعات واکنشی از بدخیمی   . باشد ها مفید می   های لنفاوی از لنفوم    غده

 کـه در    AgNOR پراکندگی و اندازه نقـاط        در زمینه  گردد  توصیه می  ،ارزیابی قرار گرفته است     
های بیشـتری انجـام       مطالعات و بررسی   ،بندی آنها کمک کننده است     ها و طبقه   بندی لنفوم  درجه
  .گیرد

   لنفوما- هیپرپلازی واکنشی –ای  نقاط سازمان دهنده هسته: ا ه کلید واژه
  

  مقدمه
که افتراق ضایعات واکنشـی در غـدد لنفـاوی از            نظر به این  

 در برخـی مـوارد   H & Eمیـزی  آ لنفوم تنهـا بـا تکیـه بـر رنـگ     
ــن    ــین ای ــوده و همچن ــکل ب ــگروشمش ــاس    رن ــزی براس آمی

از طرفـی    .باشد ، امکان اشـتباه وجـود دارد        معیارهای کیفی می  
مارکرهــای پرولیفراســیون کــه از طریــق ایمونوهیستوشــیمی و  

 .باشـد  مقرون به صرفه نمی   ،  شوند   گیری می  فلوسیتومتری اندازه 
هـای نـوین کـه       ای دسـتیابی بـه روش     برهای محققین    لذا تلاش 

ادامه ،  تر و در هر آزمایشگاهی قابل انجام باشد        تر و ارزان   آسان
 بـه منظـور   آمیـزی    هـا اسـتفاده از رنـگ       یکی از این روش    .دارد

کمـی و   ای بـه عنـوان معیـار    شناخت نقاط سازمان دهنده هسـته     
بـا توجـه بـه انـدازه و درصـد نقـاط             (قابل اعتماد و بسـیار مهـم        

  ).2و1(باشد  می) ود در هستهموج
هــای اخیــر مارکرهــای متعــددی بــرای نشــان دادن  در ســال

 ارزیابی میـزان پرولیفراسـیون سـلول معرفـی          برایفعالیت هسته   
 DNA   ، AgNOR ، پلوئیدی و محتـوی       P53اند که شامل     شده

(Ag Nucleolar organizer region) Ki67 و PONA)   آنتـی
از ایــن میــان  . هســتند)اســیونای ســلول در حــال پرولیفر هســته

AgNOR روش ســاده ارزان و دارای صــحت بــیش از بســیاری 
  ).2و1(های دیگر است  روش

AgNOR    باشند که هستک ناپدیـد       مناطقی از کروماتین می

شــده در جریــان میتــوز ســلولی ، در انتهــای مرحلــه تلوفــاز در  
  .)3( شود اطراف آن تشکیل می

هــای   مکرومــوزو روی بــازوی کوتــاه  NORSدر انســان 
  .)4(  قرار دارند]22،21،15،14،13[آکروسنتریک 

توسط روش هیبریداسیون درجا نشـان داده شـده اسـت کـه             
NORSهــایی هســتند کــه   حــاوی ژنRNA ریبــوزومی را کــد 

  ).4و3 (کنند می
، پیشنهاد  است واسطه اصلی سنتز پروتئین      RNAاز آنجا که    

عکس کننده   ممکن است من   NORSهای   شده که تعداد ویژگی   
  )3-5( ای و سلولی باشد فعالیت هسته
ــذیری  رنــگ ــا آمونیــاک  NORپ ــا نقــره ، اســیدفرمیک ی  ب

پـذیری آن بـا نقـره بـه خـاطر وجـود               که رنـگ   )5و4(باشد   می
دو پـروتئین اصـلی      .باشـد  دوسـت مـی    های اسیدی نقره   پروتئین
NORS ســلول مــنعکس کننــده 100 در DNA ploidy اســت 

(MAgnor)     هایی که تعداد    این است که درصد سلول     و باور بر
دهند، مـنعکس کننـده      نقاط بیش از این تعداد معین را نشان می        

 و بــه عقیــده (PAgNOR)ســلولی هســتند  فعالیــت پرولیفراتیــو
 ارزشــــی تشخیصــــی و AgNORبرخــــی مــــؤلفین مطالعــــه 

شناسـی    آسیب پروگنوستیک بیشتری نسبت به فلوسیتومتری در     
  .)6( تومورها دارد

  

تحقیقی
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   بررسیروش
 از غــدد لنفــاوی    بلــوک پــارافینی 50ایــن تحقیــق روی  

بیمارســتان امــام شناســی  آســیب موجــود در بخــش ســرویکال
-1382هـای   خمینی و بوعلی سینای شهرستان ساری طـی سـال     

  . انجام گرفت1380
ــه ــه ضــایعات 15هــا شــامل دو گــروه متشــکل از   نمون  نمون

لـوک برشـی    از هـر ب   . بود نمونه ضایعات لنفومی     35واکنشی و   
 AgNOR و   H8Eبه ضخامت چهـار میکـرون تهیـه و بـه روش           

طـور جداگانـه در      شناس به  آسیبسپس توسط سه    . رنگ شدند 
 آن در هسته سلول شـمارش و ارزیـابی          NORsهر مورد از نظر     

  .شدگردید و نتایج در پرسشنامه مصوب برای هر نمونه ثبت 
  AgNORمواد اولیه برای روش رنگ آمیزی 

ه، پودر ژلاتین، اسید فرمیک، آب مقطر سـه بـار           نیترات نقر 
  .تقطیر شده، اتانول

  آمیزی روش رنگ
هـای    میکرون از بلـوک    3-4های بافتی به ضخامت       برش -1

  .پارافینی تهیه شدند
  .ها درگزیلول دپارافینه شدند لام -2
 درصــد70درصــد و 90درصــد و 95هــای   توســط الکــل-3
  . شدند گیری و با آب مقطر شسته آب

ها   تازه تهیه شده روی لام     AgNORآمیزی    محلول رنگ  -4
  .ریخته شد

گراد و  سانتیدرجه  37 دقیقه در دمای     40ها به مدت      لام -5
  . تاریک آنکوبه شدندمحفظه کاملاً

  . دقیقه شستشو شدند30 با آب مقطر به مدت -6
 و مطلـق هـر   درصـد 96درصـد و  70 به ترتیـب در الکـل     -7

یری شـده و سـپس در هـوا خشـک           یک به مدت دو دقیقه آبگ     
  .شدند

محلول نیترات نقره با مخلوط کردن یک قسمت از محلـول           
  .دست می آیده ب) 2(با دو قسمت از محلول شدن ) 1(شدن 

 میلـی لیتـر اسـید    100در  گرم ژلاتـین     2:  محلول شدن یک  
  رصدد1فرمیک 

  درصد در آب مقطر50نیترات نقره  : محلول شدن دو
شود باید کـاملاً تمیـز    کار برده می که به تمام ظروفی   :  توجه

 بـار تقطیـر شـده    3مقطـر  بوده و پس از شستشو با اسید، بـا آب        
  .آبکشی شود

 بـه صـورت نقـاط سـیاه         NORآمیـزی نـواحی      پس از رنگ  
هــا رنــگ  شــوند و هســته ای نمایــان مــی مشــخص داخــل هســته

  .گیرند ای روشن به خود می قهوه
 ــ  ا درشــت نمــائیاســلایدها توســط میکروســکوپ نــوری ب

 ســلول 100در هــر نمونــه . مــورد مطالعــه قــرار گرفتنــد ×1000

لنفوئیدی به طور تصادفی در چند میدان میکروسکوپی انتخاب         
  :شده و از نظر معیارهای زیر مورد توجه قرار گرفتند

  گرفته با نقره در هسته  تعداد متوسط نقاط رنگ)الف
  نقرهته با  مورفولوژی و اندازه نقاط رنگ گرف)ب
آمیزی رسوب رنگ در زمینه اسلاید       ترین اشکال رنگ   مهم

بـرای  .  اشـتباه شـود    AgNORباشد که ممکن است با نقـاط         می
 بـار از صـافی      3آمیـزی را     جلوگیری از آن باید محلـول رنـگ       

 میانگین و انحراف معیار معیارهای مورد نظـر ثبـت و            .عبور داد 
 درصـد   95ینان  برای مقایسه آماری از آزمون تی با ضریب اطم        

)05/0=α (استفاده شد.  
  ها یافته

ای در ضـایعات هیپـرپلازی      تعداد نقاط سازمان دهنده هسته    
 و دامنـۀ    27/2±47/0واکنشی غـدد لنفـاوی بـا انحـراف معیـار            

 و  71/6±72/1ها با انحراف معیار      و در لنفوم   5/3-3/5تغییرات  
نظـر   که این اختلاف از       به دست آمد   7/3-07/5دامنۀ تغییرات   
  ).>05/0P(دار بود آماری معنی
  بحث

 در هیپرپلازی واکنشی و     NORsنتایج نشان دادند که میزان      
تغییـرات  . های لنفـاوی بـا یکـدیگر اخـتلاف دارنـد           لنفوم عقده 

توانـد بیـانگر     ای می  کمی و کیفی در نقاط سازمان دهنده هسته       
ها در موارد واکنشـی یـا نئوپلاسـتیک     میزان فعالیت هسته سلول  

  .باشد
NORs           مناطقی از کروماتین هستند که هسـتک در اطـراف 

 RNAهای کدکننده     و حاوی ژن   دگرد هستک آنها تشکیل می   
 با سرعت رشد تومور     AgNOR تعداد   .)5(باشند   ریبوزومی می 

ــرتبط ــتم ــال). 5 ( اس ــواحی    در س ــه روی ن ــر مطالع ــای اخی ه
یج های هیسـتوپاتولوژیک نتـا     ای در بررسی   دهنده هسته  سازمان

در نهایــت بنــدی و   درجــه ،بســیار خــوبی در مــورد تشــخیص 
خیم مختلـف نشـان داده      خـیم و بـد     آگهی ضایعات خوش   پیش
 .است

ــار روش   ــین ب ــرای اول  را AgNORپلوتــون و همکــارانش ب
 های پارافینی فیکس شده در فرمالین ابـداع کردنـد          برای بلوک 

هـای پـارافینی      را برای بلوک   AgNOR و سپس کروکر     )7-4(
روش را      و کاربرد این   )4-7(کرد    یکس شده در فرمالین ابداع    ف

  ).4 (نمود   تومورها گزارششناسی  آسیب در تشخیص
 گـزارش کـرد کـه افـزایش تعـداد           Derizini 1994در سال   
 بـا افـزایش تعـداد       NORآکروسـنتریک حامـل       های   کروموزم

 اینترفـاز   NORها مرتبط اسـت و مقـادیر بـالای           کلی کروموزم 
ــد  ــایع  موی تــرین تغییــر کرومــوزومی    هیپردیپلوئیــدی کــه ش
 این تئوری بـا انجـام مطالعـه         .می باشد ،  های بدخیم است     سلول

روی سرطان پستان به این شکل اثبات گردید که هر چه تعـداد             
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AgNors            در تومورهای اولیه بیشتر باشد و از نظـر مورفولـوژی 
نفــاوی هــای ل  متاســتاز بــه گــره ،تــر باشــد تــر و بدشــکل نــامنظم
 بـرای   روش ایـن    ).9و8 (شـود  آگهی بدتر می   تر و پیش   گسترده

) 11و10(تمایز آدنوم فولیکولر تیروئید از کارسـینوم فولیکـولر          
تمــایز ضــایعات ) 12(تمــایز ســیروز از هپاتوســلولر کارســینوما 

و تمـایز  ) 14(و مثانه ) 13(خیم از بدخیم در مخاط دهان      خوش
 از کارسـینوم    BPHو  ) 4( آن   هیپرپلازی آنـدومتر از نئوپلاسـم     

علاوه بر ارزش تشخیصی    . کار رفته است    به )16و15(پروستات  
 در کارسینوم کولورکتال نیـز تاکیـد        AgNorsو پروگنوستیک   

 در افتـــراق بـــین AgNOR همچنـــین ).18و17(شـــده اســـت 
 از کیســــــت unicysticو  Conventionalلاســــــتومای بآملو

ــیند ــروس  ت ــک کراتوسیســت  و ج ــراق ) 19(ادنتوژنی و در افت
 .)20( ســـل کارســـینوما کـــاربرد دارد لاســـتوما از بـــازالبآملو

ــین هــیچ ــه هــم همچن ــرای لنفوســیتی و   گون ــین انفیلت پوشــانی ب
و بـین  ) 4(هـای بـرونش     انفیلتـره در نمونـه  Oat cellکارسینوم 

ــدخیم  ســلول ــا(هــای ب هــای  و ســلول) متاســتاتیک و مزوتلیوم
  .)21(شاهده نشده است مزوتلیال راکتیو در مایع پلور م

بـه وسـیله    در کشـور چـین   1995ای کـه در سـال    در مطالعه 
Gan-x    روشاسـتفاده از    ،   صورت گرفت AgNors    در افتـراق 

 Reactive از Non-Hodgkins lymphomaضـــــایعات 

hyperplasia دست آمده تفـاوتی را در نقـاط   ه  بود که نتایج ب
AgNOR ــ   Low grade Lymphomaی در ضــایعات واکنش

)05/0P< ( نشــان داده و همچنــین تفــاوت مشخصــی در تعــداد
ــاط  ــین گــروهAgNORنق ــا  در ب وجــود ) >NHL) 05/0Pی ه

 ،آمیـزی جدیـد    داشت و نتیجه گرفتند که بـا اسـتفاده از رنـگ           
AgNORS هــا از ضــایعات واکنشــی و در   افتــراق لنفــومبــرای

  .)22(بندی آنها کمک کننده است  ها و طبقه بندی لنفوم درجه
توســط کــه  در کشــور ترکیــه 1993مطالعــه دیگــر در ســال 

yekeler    تعــداد نقــاط  ،  و همکــاران صــورت گرفتــه اســت
AgNORSــرای لنفوســیت ــا 19/1طبیعــی هــای   ب ، SD=09/0 ب

ــرای  ــا reactive lymph nodes 04/3ب ــرایSD=14/0 ب    ، ب
Low grade lymphoma 79/4 ــا ــرای  ،SD=44/0 بــ  بــ

intermediate grade lymphoma 33/6 58/1 با=SDبـرای   و 
High-grade lymphoma 53/10 ــا ــاوت   SD=97/1 ب ــه تف ک

وجود  >05/0P ها  در مابین گروه   AgNORداری در نقاط     معنی

 تشـخیص و    بـه منظـور   کنـد کـه ایـن روش         دارد و پیشنهاد مـی    
grading در مطالعــه .)22(کــار رود ه هــا بــ لنفــوم Crocker  در

 Low gradeهـای   در لنفـوم  AgNORS تعداد نقاط 1987سال 
 تـا  8/6ز شـان ا د تعداHigh gradeهـای    و در لنفـوم 5/1 تا 1از 
  .)23(در هر هسته متغیر بوده است  4/4

 در  AgNORبالاخره بر ارزش تشخیصـی و پروگنوسـتیک         
همچنـین از نظـر   . کتال نیـز تاکیـد شـده اسـت    رکارسینوم کولو 

تــر از  متــر و نــامنظ هــا بــزرگ  در لنفــومAgNORمورفولــوژی 
هیپرپلازی واکنشی بودنـد کـه مشـابه توصـیف مورفولـوژیکی            

AgNors    در مطالعه Yekeler   و اما بـرخلاف مطالعـه      ) 22( بود
Crocker   تعـداد نقـاط AgNOR در Low grade lymphoma 

ــت  High grade lymphoma 4/4و در  5/1 ــوده اس  .)23( ب
ــداد  ــوی NORsتع ــا محت ــلولی در  DNA ب  و ســرعت رشــد س
ط است و ممکن است مارکر بالقوه پرولیفراسـیون سـلولی           ارتبا

  .و احتمالاً مارکری برای دیفرانسیاسیون سلولی باشد
پستان ) 22و21 (تیروئید) 28و15(مطالعه ضایعات پروستات    

و دیگــر تومورهــا ایــن موضــوع را تاکیــد ) 14(مثانــه ، ) 20و9(
  .کردند

   گیری نتیجه
  reactiveهای فوسیت در هسته لنNORمیانگین تعداد نقاط 

بوده است کـه اخـتلاف    71/6±72/1 ها  و در لنفوم  47/0±27/2
ها از نظر آماری بـین       و لنفوم  Reactiveداری در دو گروه      معنی

  . وجود داشتهمیانگین دوگرو
ای در   اگرچه در این تحقیق میزان نقاط سازمان دهنده هسته        

 نشان داده شـده     ها مفید  های واکنشی از لنفوم    افتراق لنفادنوپاتی 
اما با توجه به اخـتلاف در تعـداد نقـاط سـازمان دهنـده               ،  است  
ای در ضایعات یکسان و همچنین پراکندگی و اندازه آنها           هسته

 ،گـردد  بندی آنها استفاده مـی     و طبقه ها   نفومبندی ل  که در درجه  
شود مطالعات بیشـتری در ایـن زمینـه بـا             توصیه می  .وجود دارد 

روش شـمارش  اسـتانداردهای مشـخص و   های یکسـان و     روش
  .این نقاط صورت گیرد

  دانیتشکر و قدر
وسیله از معاونت محترم پژوهشی و بهداشـتی دانشـگاه          بدین

ــدران و همکــاران بخــش آســیب   ــوم پزشــکی مازن شناســی عل
  .گرددسپاسگزاری می
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