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Abstract 
Background and Objective: Hirschsprung’s disease is a congenital disorder, characterized by 
the absence of ganglion cells in the intramural and submucosal plexus in distal parts of large 
bowel. Diagnosis is based on the histopathologic examination of hematoxilin and eosin stained 
sections. Due to diagnosis limitation by Hematoxylin and Eosin staining (H&E), this study was 
done to identify the ganglion cells by BCL-2 immunoreactivity and compared it with H&E 
staining. 

Materials and Methods: In this laboratory study, paraffin blocks of 36 specimens 
demonstrating  ganglion cells on original H&E stained sections and 35 specimens lacking 
ganglion cells on H&E staining, were selected. Recuts were stained by H&E and BCL-2 
methods. 

Results: Ganglion cells were observed in 36 cases by H&E staining but in BCL-2 staining 
ganglion cells were detected in 29 cases. In 35 cases reported negative for ganglion cells on 
H&E staining, ganglion cells were detected in 5 cases by BCL-2 method. Sensitivity, spesificity, 
positive and negative predictive values for BCL-2 method for diagnosis of hirshsprung’s disease 
were 81%, 86%, 85% and 86% respectively.discordancy (positive BCL-2, negative H&E) was 
14%. 

Conclusion: Immunohistochemistry method using BCL-2 improve the accuracy of diagnosis in 
hirschsprung’s disease, when accompanied with H&E staining, particulary for negative slides. 
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  يدهکچ

ه عصـبي زيرمخـاط و   کهاي گانلگيوني در شب مبناي فقدان سلول ه برکبيماري مادرزادي است  کبيماري هيرشپرونگ ي : زمينه و هدف
 ـهـاي تشخيصـي    محدوديت و با توجه به است H&Eآميزي  روش استاندارد تشخيص، رنگ. شود لايه عضلاني تشخيص داده مي ه بـراي  ک

 BCL-2آميزي ايمونوهيستوشـيمي بـا نشـانگر     و رنگ H&Eمقايسه روش به منظور مطالعه  ؛ اينمشاهده سلول گانگليوني در آن وجود دارد
  .انجام شد

  
ژي بيمارستان امام بخش پاتولو دربه بيماري هيروشپرونگ  کوکبافتي بيماران مشنمونه  ٧١ يمطالعه آزمايشگاهدر اين :  روش بررسي

 يط )رمانشاهکتهران و (ز کاز ساير مرا H&Eش براساس رونمونه مثبت بيماري هيرشپرونگ  ٢٠ و ١٣٨٥-٨٧ هاي کرمانشاه طي سال) ع(رضا
نمونـه فاقـد سـلول    ٣٥نگليوني در آن ديـده شـده بـود و    سلول گـا  H&Eهاي  ه در برشکنمونه  ٣٦از  .شدند يبررس ١٣٨٥-٨٧ يها سال

  .قرار گرفت BCL-2و  H&E آميزي تحت رنگ وشد هاي جديد تهيه  برش، H&E  جيهاي را ني در برشگانگليو
  

و در شد مشاهده  BCL-2با نشانگر  مورد ٢٩ ي درونيسلول گانگل،  H&E يزيآم مثبت در رنگ يونيمورد با سلول گانگل ٣٦از  :هـا   يافته
مـورد بـا   ٥ي در ونيسلول گانگلگرديد؛ مشاهده ن يونيسلول گانگل H&E يزيآم رنگکه با  يمورد ٣٥در . نگرديدمشاهده  سلولاين مورد  ٧

به ترتيب  BCL2با مارکر  يميستوشيمونوهيا يزيآم رنگدر  ، ارزش اخباري مثبت و منفييژگيحساسيت، و. شدمشاهده  BCL-2 يزيآم رنگ
و ) يعني يافتن سلول گـانگليوني (مثبت  BCL-2آميزي  نگر (discordancy)ق عدم تواف .درصد تعيين شد٨٦و  درصد٨٥ ،درصد٨٦ ،درصد٨١

H&E  دار نبود تفاوت مشاهده شده از لحاظ آماري معني. درصد تعيين شد ١٤) يعني عدم مشاهده سلول گانگليوني(منفي.  
  

 کوکنگليوني در موارد مشهاي گا يافتن سلول يبرا BCL-2آميزي ايمونوهيستوشيمي با  ن مطالعه نشان داد که رنگيج اينتا : گيري نتيجه
 ـ BCL-2شود؛ اما استفاده از  H&Eتواند جايگزين روش رايج  به بيماري هيرشپرونگ از نظر علايم باليني، نمي ميلـي،  کروش ت کبه عنوان ي

  .کاهد يم اهش داده و در نتيجه از موارد تشخيص نادرست بيماري هيرشپرونگکاذب در يافتن سلول گانگليوني را کتعداد موارد منفي 
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  مقدمه
ه ک ـبیماري مادرزادي است  کیا مگاکولون ی هیرشپرونگ

تـرین   شـایع  و دهـد  رخ مـی  تولـد زنـده   5000هر درک ی اًتقریب
این بیماري بـا مشـاهده    .)1( باشد می علت انسداد روده نوزادان

ه عصـبی  کدر شـب  کهـاي گـانگلیونی پاراسـمپاتی    فقدان سـلول 
). 1( شـود  مایسنر و اوئرباخ در قطعه گرفتـار تشـخیص داده مـی   

هـاي   بنابراین تشخیص درست بیمـاري وابسـته بـه تعیـین سـلول     
حــال حاضــر  در. گــانگلیونی بــا حساســیت و ویژگــی بالاســت

ــتاندارد تشخیصـــی ــپرونگ رنـــگ اسـ ــین هیرشـ  آمیـــزي روتـ
ــوزین هماتو ــیلین ائـ ــت (H&E) کسـ ــاهده  ). 1( اسـ ــی مشـ ولـ
ــلول ــانگلیونی بـ ـ  س ــاي گ ــه   هه ــورد نمون ــوص در م ــاي  خص ه

هسته و  تر هستند و کوچکه کهاي نابالغ  زیرمخاطی و یا سلول
ک سـلول بـالغ را   ی یصیتشخ يها یژگیهنوز و توپلاسم آنهایس
 H&Eج ی ـرا يزی ـآم ر رنـگ دنـد؛  ا دا نکـرده یصورت کامل پ هب

  ).3و2( گردد یسخت م
ن ک ـمم H&Eج ی ـآمیـزي را  هاي گانگلیونی در رنـگ  سلول

فیبروبلاست یا هیستیوسـیت اشـتباه    هاي اندوتلیال، است با سلول
 که درمان بیماري هیرشپرونگ، مستلزم ی ـکاز آنجا ). 4( شود

 برداشتن تمـام یـا قسـمتی از روده اسـت    ، عمل جراحی سنگین
یعنـــی ندیـــدن ســـلول (خیص اشـــتباه ایـــن بیمـــاري تشـــ ؛)5(

. توانــد عواقــب غیرقابــل جبرانــی داشــته باشــد مــی) گــانلگیونی
تشـخیص ایـن    يبـرا  یمیستوش ـیمنوهیا نون چندین نشـانگر کتا

و نتـایج متناقضـی در مـورد آنهـا      )6-15( اررفتـه ک هـا بـه   سلول
ه در جلـوگیري  ک ـپروتئینی اسـت   BCL-2. گزارش شده است
و ) 9( نقـش داشـته  ) آپوپتـوز (ریزي شده سـلول   مهاز مرگ برنا

ن و یامل در جن ـکزي و محیطی در حال تکدر سیستم عصبی مر
ستم یس .وجود دارد بزرگسالان، یستم عصبیدر نوزادان و در س

ــا ایــخودکــار در د یعصــب ن نشــانگر رنــگ یــواره روده هــم ب
شـبکه   یونیگانگل يها در سلول BCL-2 يریپذ رنگ .ردیگ یم

ــب ــ ،یعص ــورت سب ــمیه ص ــت  یتوپلاس ــه   ). 9(اس ــه ب ــا توج ب
، در )اي در مقایسه با نشـانگرهاي هسـته  (آمیزي آسان آن  رنگ

و  BCL-2 مقایسـه  بـه منظـور  دسترس بـودن و قیمـت مناسـب،    
نمونــه  در تشــخیص سـلول گــانگلیونی در  H&Eآمیــزي  رنـگ 
  .شد انجامبه بیماري هیرشپرونگ  كوکروده بیماران مش یبافت

  

  روش بررسي
بیمـــاران  یبــافت  هنمونـ ـ 73 یشــگاه ین مطالعــه آزما یـ ـر اد
به بیمـاري هیروشـپرونگ براسـاس اطلاعـات بخـش       كوکمش

  هــاي کرمانشــاه طــی ســال )ع(پــاتولوژي بیمارســتان امــام رضــا
نمونه مثبت  20ار، تعداد کبالا بردن دقت  يز براینو  87-1385

ه سـلول گـانگلیونی بـه    ک ـاي  یعنی نمونـه (بیماري هیرشپرونگ 
تهـران و  (ز ک ـاز سایر مرا) در آن دیده نشده است H&E وشر
  .شد ، انتخاب)رمانشاهک

 BCL-2 مونوکلونـال  يباد یآنت 124از کلون مطالعه  نیا در
ــد  ــتفاده ش ــا .اس ــ نی ــاد یآنت ــل    يب ــانگر داخ ــال نش مونوکلون

هـاي پـارافینی    كاز بلـو  .کنـد  یمشخص م فوق را یتوپلاسمیس
ــه ــذ  نمون ــاي م ــکه ــه می  کور، ی ــرش س ــا   کب ــه و ب ــی تهی رون
ــگ ــیمی   رنــ ــزي ایمونوهیستوشــ  BCL-2 )clon124آمیــ

code:N1587 ( تکطبق دستورالعمل شـرDako  آمیـزي   رنـگ
ه در ک ـتومور عصـبی   کی(نمونه تومورگانگلیونوروما . گردید

نترل کبه عنوان ) .آن تعداد زیادي سلول گانگلیونی وجود دارد
رل منفـی مـورد   نتکبه عنوان  یعیمثبت و نمونه بافت همبندي طب

ن یهمچن  H&Eبه روش يزیآم ج رنگینتا .استفاده قرار گرفت
ســت جداگانــه یتوســط دوپاتولوژ BCL-2 يزیــآم ج رنــگینتــا

 ير آمـار افـزا  با استفاده از نرم ها داده. قرار گرفت یمورد بررس
STATA ب یضر. ل شدندیتحل ه ویاسکوئر تجز يو آزمون کا
 05/0کمتـر از   يدار یدرصـد و سـطح معن ـ   95نان مطالعـه  یاطم

  .درنظر گرفته شد
  ها يافته

بـه   كوکمورد نمونـه بـافتی، از بیمـاران مش ـ    73در مجموع 
آوري  جمــع 1385-87هــاي  بیمــاري هیرشــپرونگ طــی ســال 

 .افی بــودن بافــت حــذف شــدکــنمونــه بــه دلیــل نا 2و گردیــد 
نشــانگر  يبـرا  و همچنــین H&Eمانــده بـه روش   نمونـه بـاقی  71

BCL-2 شدندآمیزي  ونوهیستوشیمی رنگبه روش ایم.  
فقـدان سـلول   مـورد   35در  H&E يزیآم با استفاده از رنگ

  .دیمورد وجود آن مشخص گرد 36و در گانگلیونی 
 35از  BCL-2آمیزي ایمونوهیستوشیمی با نشـانگر   در رنگ

 H&E يزی ـآم توسط رنـگ  سلول گانگلیونیفقدان  هکموردي 
 .یونی مشاهده گردیـد مورد سلول گانگل 5گزارش شده بود؛ در

گزارش شـده بـا   مورد با سلول گانگلیونی مثبت  36از ن یهمچن



 بيماري هيرشپرونگتشخيص و  در مشاهده سلول گانگليوني BCL-2آميزي  رنگارزش تشخيصي /  ٦٢
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مشـاهده  گـانگلیونی  مورد سلول  7؛ در  H&Eاستفاده از روش 
بــرهمین  .)کیــجــدول (د ی ـگرد مــورد مشــاهده 29نشـد و در  

ــت و ارزش     ــاري مثب ــی، ارزش اخب ــیت، ویژگ ــاس، حساس اس
در مقایسـه بـا    BCL-2آمیـزي بـا نشـانگر     اخبـاري منفـی رنـگ   

H&E درصد 81به ترتیب  یصیبه عنوان روش استاندارد تشخ ،
  .گردید نییتع درصد 86و  درصد 85، درصد 86

  
با  BCL-2آميزي ايمونوهيستوشيميايي  مقايسه رنگ:  ۱ل جدو
  براي تشخيص بيماري هيرشپرونگ H&Eآميزي رايج  رنگ

  H&E  BCL-2  تعداد نمونه
۲۹  +  +  
۷  +  -  
۳۰  -  -  
۵  -  +  

  
در  BCL-2نشــانگر  يزیــمآ رنــگ ز فــوق،یج آنــالیطبـق نتــا 

 یونیگزارش شدن سلول گانگل یرغم منف یعل موارد،درصد14
 بـا نشـانگر ذکـر شـده،     IHC يزی ـآم در رنگ H&Eدر مطالعه 

ــانگلیونی ســلول  ــاهده وگ ــاریب مش ــپرونگ رد شــد یه يم  .رش
  .دار نبود یمعن يج از لحاظ آماریتفاوت مشاهده شده در نتا

  بحث
ج ی ـنسبت به روش را BCL-2آمیزي  رنگدر مطالعه حاضر 

هــاي گــانگلیونی در  در تشــخیص ســلول H&Eآمیــزي  رنــگ
از  ،بـه بیمـاري هیرشـپرونگ    كوکبیماران مش یبافت هاي نمونه

تـر از آن   ولـی اختصاصـی   ؛متري برخـوردار اسـت  کحساسیت 
 يآمــارمشــاهده شــده از نظــر ن حــال تفــاوت یــبــا ا .باشــد مــی
  .نبوددار  یمعن

 در ســوئد، 1999در ســال  و همکــاران Westerدر مطالعــه 

 یبزرگسال و نمونه بـافت  2و  كودک 5ولون سالم ک ینمونه بافت
بیمار مبتلا به هیرشپرونگ از نظـر   11قطعات گرفتار و سالم در 

هاي گانگلیونی  سلول .شد یبررس NSEو  BCL-2نشانگرهاي 
پذیري  رنگ گرفت و رنگ BCL-2ها با  موجود در تمام نمونه

هـاي   در نمونـه . متـر بـود  ک NSEهاي عصبی در مقایسه با  رشته
مورد هیرشپرونگ در قطعـات   11یعنی (فاقد سلول گانگلیونی 

شد که  يریگ جهیو نت دیده نشد BCL-2پذیري با  رنگ) گرفتار
BCL-2  تشخیص سـلول گـانگلیونی و رد    يبرانشانگر مناسبی

  .)9( است هیرشپرونگ در تمام سنین
چندین نشانگر  ،در اصفهان ارانکمعمارزاده و هممطالعه در 

ــه   ــیمی از جمل ــا  یدر مقا BCL-2ایمونوهیستوش ــه ب در  H&Eس
به بیماري هیرشـپرونگ از نظـر بـالینی     كوکنمونه بیمار مش49

 BCL-2 در مورد نشـانگر   .گرفت اي قرار  مورد بررسی مقایسه
 يری ـگ نتیجـه ) DAKOت کآمیزي شر طبق دستورالعمل رنگ(

زمینـه هـم رنـگ     چون علاوه بر سلول گـانگلیونی پـس  شد که 
نشـانگر مناسـبی بـراي شناسـایی سـلول       BCL-2 ؛ لـذا گیـرد  می

  .)10( رود گانگلیونی به شمار نمی
هـاي   هاي گانگلیونی در موارد مثبـت، در نمونـه   یافتن سلول
بـه دلیـل تفـاوت رنـگ بـا زمینـه بافـت،         BCL-2رنگ شده بـا  

هرچنـد   .تـر اسـت   راحـت  H&E آمیـزي معمـول   به رنگنسبت 
ــط در  ــا مشــاهده ســلول گــانگلیونی در   درصــد 14فق مــوارد ب
و  اذب ایـن بیمـاري رد شـد   ک، تشخیص  BCL-2آمیزي  رنگ
ولـی بـه دلیـل اهمیـت      نبود؛دار  یمعن ين تفاوت از نظر آماریا

ر یناپـذ  از عوارض جبـران  يریو جلوگ يماریح بیص صحیتشخ

 برابر ۴۰۰برابر و  ۲۰۰نمايي  بزرگ. در سلول گانگليوني BCL-2بروز سيتوپلاسمي نشانگر :  ۱تصوير 



  ٦٣ / و همکاران دکتر بابک ايزدي  

  )۳۹پي در پي ( ۳شماره /  ۱۳دوره /  ۱۳۹۰پاييز /  ي گرگانکمجله علمي دانشگاه علوم پزش  

کـه   رسد نظر می ص اشتباه؛ بهیبا تشخ ير مواردد یعمل جراح
 صیمـورد تشـخ   کی ـرد  در یحت ـ BCL-2آمیزي  ارزش رنگ
 مـار یو ب ینیپزشـکان بـال   يبـرا  رشـپرونگ، یه يمـار ینادرست ب
افی بـودن  ک ـرغـم   ه علـی کدر مواردي لذا  .باشد تیاهم يدارا

، ســـلول گـــانگلیونی یافـــت  H&Eآمیـــزي  نمونـــه در رنـــگ
 توانـد  یم BCL-2ونوهیستوشیمی با رنگ ایم یبررس ؛شود نمی

مـورد  تایید تشـخیص   يبرای مناسب کمکروش  کبه عنوان ی
  .ردیاستفاده قرار گ
  گيري نتيجه
ــا ــه  یــــج اینتــ ــان داد کــ ــه نشــ آمیــــزي  رنــــگن مطالعــ

هاي گـانگلیونی   یافتن سلول يبرا BCL-2ایمونوهیستوشیمی با 
ــه بیمــاري هیرشــپرونگ از نظــر علایــم   كوکمــوارد مشــ در ب

اسـتفاده  ؛ اما شود H&E جیتواند جایگزین روش را بالینی، نمی
تعـداد مـوارد منفـی     ،میلـی کروش ت کبه عنـوان ی ـ  BCL-2از 

و در نتیجـه از  داده اهش کاذب در یافتن سلول گانگلیونی را ک
موارد تشخیص نادرسـت بیمـاري هیرشـپرونگ و متعاقـب آن،     

از  یک عمل جراحی سـنگین یعنـی برداشـتن تمـام یـا قسـمتی      
  .کاهد روده، می
  قدرداني ر وکتش
) 88001 شـماره ( یقاتیاز طرح تحق ین مقاله حاصل بخشیا

ي ار پـاتولوژ ینامـه دسـت   انی ـکرمانشاه و پا یدانشگاه علوم پزشک
  ســندگان ایــن مقالـــه از  ینو. بــود  دکتــر نــدا کامکــار    خــانم 
مرکـز   يو اعضـا  )بخش پاتولوژي کارمند( ین فلاحیخانم شه
  یدرمـــان یمرکـــز آموزشـــ ير پـــاتولوژقـــات مولکـــولایتحق
 و دیکرمانشــاه و اســات یدانشــگاه علــوم پزشــک ) ع( مــام رضــاا

ر و قـدردانی  ککودکان دانشگاه تهران تش ـ یمرکز طبکارکنان 
  .نمایند می
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