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 قدمهم

 يك فرم باليني از بيماري B OBI)(1عفونت نهفته هپاتيت 
خون محيطي رغم منفي بودن  يعلدر آن  مي باشد كه Bيت تهپا

 وجود اين )1(.باشد  ميHBV-DNA، داراي HBsAgاز نظر 
 مشكلات عديده اي را براي سازمان Bفرم از بيماري هپاتيت 

                                           
1-  Occult HBV Infection 

وجود آورده است، به گونه اي كه با وجود ه انتقال خون ب
، همچنان HBsAgهاي اهداكنندگان از نظر  بررسي تمام نمونه

 )2(.شود د از تزريق خون گزارش مي بعBمواردي از هپاتيت 
 OBIمحققين علت اين امر را به موارد متعددي از جمله وجود 

هاي   طي مطالعه)3(.دهند در بين اهداكنندگان خون نسبت مي

  چكيده 
از . وجـود دارد  خـون محيطـي فـرد       در   HBsAg ، HBV-DNA منفي بـودن  علي رغم   ) B) OBIعفونت نهفته هپاتيت    در   :زمينه و هدف  

 تصميم    توانايي سيستم ايمني در پاكسازي كامل ويروس نقش عمده اي داشته باشند            برد  نتوان  ميلوژيك  هاي ژنتيكي و ايمونو    ه تفاوت كآنجايي  
 .در اين دسته از بيماران بپردازيم) يك گيرنده كموكيني( CCR5در ژن  δ32گرفتيم طي اين مطالعه به بررسي جهش شناخته شده 

از سـازمان انتقـال خـون        86 تـا بهمـن      85از اسـفند مـاه       منفـي    HBsAgسـماي    پلا 3700تعـداد   توصيفي   طي اين مطالعه     :روش كار مواد و   
 مثبـت از نظـر وجـود        anti-HBc منفـي و     HBsAg سپس نمونه هاي     . مورد آزمايش قرار گرفت    anti-HBcرفسنجان جمع آوري شد و از نظر        

HBV-DNA    با روش PCR    نمونه هاي   .  مورد بررسي قرار گرفتندHBV-DNA        رد   مثبـت بـه عنـوان مـواOBI         از نظـر وجـود جهـش δ32   بـا 
  .  مورد بررسي قرار گرفتندGap-PCRكمك تكنيك 

 بـا   HBV-DNA از نظر    با بررسي اين نمونه ها    . بودند مثبت   anti-HBcنمونه ها از نظر      كل   از  %) 51/9( نمونه   352 نتايج نشان داد   :يافته ها 
ها در اين جمعيت     بررسيهمچنين  .  مثبت بودند  HBV-DNA از نظر   ) بت مث anti-HBcاز افراد   % 1/16( نمونه 57، مشخص شد كه     PCRتست  

گـروه كنتـرل    %) 2( نفـر    100 نفـر از     2 نبودند اين در حـالي اسـت كـه           CCR5-δ32كدام از بيماران مورد مطالعه داراي جهش         نشان داد كه هيچ   
  .داراي فرم هتروزيگوت اين جهش بودند

 به نظر مي رسد    در بيماران مورد مطالعه پيدا نشد        CCR5-δ32ز آنجايي كه هيچ موردي از جهش         ا بر اساس نتايج اين مطالعه     :نتيجه گيري 
، 2، شـماره  11 دوره  مجلـه طبيـب شـرق،   ( . نقـشي نـدارد  OBIكه به احتمال بسيار زياد اين جهش در تضعيف سيستم ايمني جهـت پيـدايش     

  )    48  تا41، ص 1388تابستان 
  δ32، جهش B ،CCR5 ،HBsAg ،HBV-DNAپاتيت عفونت نهفته ه: واژه ها كليد

 31/6/87 : مقاله تاريخ دريافت

 19/2/88: تاريخ پذيرش مقاله 
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گذشته به شيوع بالاي اين فرم از بيماري در بين اهداكنندگان 
 رغم علي )3 (.برده شده است و رفسنجان پي )2(خون اصفهان 

هنوز اين سوال كه ، B ويروس هپاتيت در مورددانش  شگستر
 در افراد يك جامعه B از بيماري هپاتيت حالات مختلفيچرا 

آيد، بدون پاسخ  وجود ميه  بBبعد از برخورد با ويروس هپاتيت 
رو محققين زيادي در حال بررسي تفاوتهاي  از اين. مانده است

 هپاتيت بالينيمختلف هاي  ژنتيكي و ايمونولوژيك بيماران با فرم
B نسبت به گروه مقاوم )clearance (يكي از مواردي . باشند مي

كه ذهن محققين زيادي را به خود معطوف كرده است، گيرنده 
CCR5مي باشد  .CCR5  كه براي استگيرنده كموكيني يك 

هاي بعدي نشان داده   كلون شد و در سال1996اولين بار در سال 
 و CCL3 ،CCL4هاي   گيرنده كموكين اينهايشد كه ليگاند

CCL5هاي همراه  اين گيرنده جزء گيرنده )4(.باشند  ميG 
 انتقال سيگنال به داخل سلول كهباشد   مي2(GPCR)ها  پروتئين

 اين گيرنده به عنوان )4(.دهد ها انجام مي را به كمك اين مولكول
  اين گيرنده)5،4(.باشد  نيز مطرح ميHIVكمك گيرنده ويروس 

 +T CD8هاي  لنفوسيت(ها  هايي از لنفوسيت بر سطح زير گروه
ها و حتي بر سطح  مونوسيت /، رده ماكروفاژ)NK Cellsو 

هاي اندوتليال و  ها و سلول هاي غير ايمني مثل فيبروبلاست سلول
رسد كه   به نظر مي)6(.شود همچنين در مناطق غير التهابي بيان مي

CCR5هاي صلاحيت دار  ج سلول در ايجاد كموتاكسي و بسي
ي ا سازي كامل ويروس نقش عمده ايمني به كبد جهت پاك

 مطالعات گذشته نشان مي دهد كه يك جهش در تنها )6(.دارد
از اين ) δ32( نوكلئوتيد 32 و متعاقبا حذف CCR5اگزون ژن 

ناحيه منجر به كاهش بيان و يا بيان فرم غير عملكردي اين 
 چندين مطالعه به )7-9(.شود فراد ميهاي ا مولكول بر سطح سلول

 بالينيهاي مختلف  بررسي اين جهش در بيماران مبتلا به فرم
اي در زمينه ارتباط اين   اما مطالعه)10،11(.اند  پرداختهBهپاتيت 

 انجام نشده است، بنابراين در طي اين مطالعه به OBIجهش با 

                                           
2 - G protein coupled receptor 

اران  به عنوان يك فاكتور خطر در بيمδ32بررسي وجود جهش 
 . و گروه كنترل پرداختيمOBIمبتلا به 

   كاروشر  
كميته اخلاق از تاييديه كسب پس از توصيفي اين مطالعه 

 تا 1385طي اسفند  دانشگاه علوم پزشكي رفسنجان پزشكي
در دانشگاه علوم پزشكي رفسنجان به انجام  1386بهمن سال 

 شده  پلاسماي تازه منجمد3700 كه تعداد اين ترتيب به .رسيد
(FFP) به ميزان  cc5/0 سال 50 تا 18 از مراجعه كنندگان 

 نمونه هايي كه از .سازمان انتقال خون رفسنجان جمع آوري شد
 مثبت بودند از مطالعه خارج RPR و يا تست HCV، HIVنظر 
  براي مدت دو ماه نگهداري شد -cº20 نمونه ها در ساير .شدند

پس .  استفاده شد-cº70ماي و براي نگهداري بيش از دو ماه از د
تفهيم كامل مبني بر تحقيقاتي بودن   وكتبينامه رضايت اخذ  از

 مثبت به HBV-DNA و anti-HBcاز تمام افراد آزمايشات 
 HBV-DNA مثبت anti-HBc و افراد OBI به يانعنوان مبتلا

كه از نظر سن، جنس و طبقه اجتماعي با گروه مورد (منفي 
به عنوان گروه كنترل، نمونه ) ده بودندمطالعه همسان سازي ش

 گرفته شد تا در EDTAتازه خون محيطي به همراه ضد انعقاد 
  .  ژنومي استخراج شودDNAمراحل بعدي از آنها 

 از كيتهاي HBsAgبراي غربال كردن نمونه ها از نظر 
 طبق رهنمودهاي (Behring, Germany)اليزاي تجارتي 

نه هاي منفي دوباره از نظر نمو. شركت سازنده استفاده شد
HBsAgاز روش ساندويچ استفاده مرحلهدر اين .  تست شدند 

 منفي با روش اليزا و با استفاده از HBsAgسپس نمونه هاي . شد
 تست anti-HBc از نظر (RADIM, Italy)هاي تجاري  كيت
 نيز HIV و HCVدر ضمن تمام نمونه ها از نظر وجود . شدند

مورد بررسي ) Behring, Germany(ليزا هاي تجاري ا با كيت
 پلاسما lµ200ابتدا   ويروسيDNAاستخراج   براي .قرار گرفتند

 دقيقه 10به مدت و  مخلوط) k) µg/ml200 پروتئيناز lµ200با 
سپس استخراج .  نگهداري شدcº4 دقيقه در 5 و سپس cº72در 
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 بعد از ته نشين. كلروفرم انجام شد/توسط روش استاندارد فنل
 به DNase free آب lµ30 توسط اتانول مقدارDNAكردن 

  )5 (.گرديد نگهداري -cº20آن اضافه شد و در 
HBV-DNA PCR در حجم lµ25طي اين و  )1(  انجام شد

 تكثير شد HBV ويروس S از ژن bp500مرحله يك قطعه 
  ).1شكل شماره (

  

  
 هكنندء اهدادو  در PCR توسط DNAتكثير نسبت  ه نتيج:1شكل  

 bp500وجود باند .  مثبتanti-HBc منفي و HBsAgخون با 
: ladder 2: 1.  مي باشدDNA HBVنشان دهنده آلودگي به 

  .  دو نمونه مثبت: 5و4كنترل منفي : 3كنترل مثبت 
  

DNA ژنومي افراد مورد بررسي از نمونه هاي خون محيطي 
 ساخت Bioneer از شركت DNAهاي استخراج  و توسط كيت

نگلستان، مطابق با دستور العمل كيت، استخراج و در كشور ا
 تا زمان -cº20ويالهاي جداگانه تقسيم بندي شد و در دماي 

 .  نگهداري شدPCRانجام آزمايشات 

ــه منظــور بررســي وجــود   ــه اي  CCR5-δ32ب ــه گون پرايمرهــا ب
طراحي شدند كه ناحيه حذف شده مورد نظر را به طور كامل در             

ابراين بر اساس اندازه قطعه مورد نظر مـي تـوان           بن. بر داشته باشند  
به وجود جهش در اين ناحيه پي برد به گونـه اي كـه پرايمرهـاي                

 را در نـوع وحـشي   bp188طراحي شده در اين مطالعه يك قطعه    
 بـا انـدازه     PCRتكثير مي دادند و وجود محصول       ) بدون جهش (

bp156 نشان دهنده وجود δ32 بود در ژن مورد نظر. 

PCR  در حجمlµ25انجام شد كه شامل اين موارد بودند :  
10 mM tris-HCL KCl  ،1.5 mM MgCl2 ژلاتين ،

از هر پرايمر،  dNTP  ،Mµ 6/0 ميكرومول از هر200، صدرد1
آنزيم  units 5 استخراج شده به همراه DNA نانوگرم  از 500

recombinant Taq DNA polymeraseالكتروفورز براي . 
 به همراه اتيديوم برومايد درست درصد2 آگارز ابتدا يك ژل

 مورد 50bp ladder به همراه PCRشد سپس محصول 
از شركت سيناژن تهيه مصرفي مواد . الكتروفورز قرار گرفت

  .ده بودنشد

  يافته ها
 بر روي 86 تا بهمن ماه 85مطالعه توصيفي از اسفند ماه اين 

خون رفسنجان  نمونه جمع آوري شده از سازمان انتقال 3700
نتايج آزمايش اليزا به منظور تشخيص واندازه گيري . انجام شد
HBsAg از نظر %) 100( نشان داد كه تمامي نمونه هاHBsAg 

 نشان داده شد كه تمامي اهداكنندگان از همچنين. منفي بودند
با انجام تست اليزا به منظور .  منفي بودندHIV و HCVنظر 

 منفي، HBsAgهداكنندگان  در اanti-HBcتعيين وجود 
-antiها از نظر  از اين نمونه%) 51/9( عدد 352مشخص شد كه 

HBcها با بررسي اين نمونه.  مثبت بودند) HBsAg  منفي و
anti-HBcاز نظر )  مثبتHBV-DNA نفر  57 مشخص شد كه

 DNA - HBV از آنها ) مثبتanti-HBcاز افراد % 1/16(

 مبتلا به انماري نفر از ب57عداد  تقي تحقني ايدر ط. مثبت بودند
OBI نفر از افراد سالم از نظر جهش 100 و δ32ي  مورد بررس 

 سن افراد در دو گروه مورد و شاهد به نيانگيم. قرار گرفتند
 t-test ي آزمون آمار كه سال بود50±8 و 50±9 بيترت
 دو گروه نيدر باز نظر سن  را ي داري اختلاف معنچگونهيه

%) 60(نفر 60از گروه شاهد زن و %) 40(نفر  40عداد  ت.ندادنشان 
 نفر  برابر بيها در گروه مورد به ترت  نسبتنيا. مرد بودند

 نشان Chi-Square يآزمون آمار. بود%) 61( نفر35و %) 29(22
 مقايسه دار نبوده است ي معنيها از نظر آمار  اختلافنيد كه ااد
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 ي دار آماري اختلاف معنزي ني اجتماعهطبقاز نظر افراد دو گروه 
درصد گروه مورد در طبقه اجتماعي 22به طوري كه . نشان نداد
درصد در طبقه بالا قرار داشتند 29درصد متوسط و 47ضعيف، 

 درصد 32 و 44، 24 گروه شاهد به ترتيب درها  ن نسبتيكه ا
همانطور كه در .  نتايج الكتروفورز را نشان مي دهد1شكل . بود

 حاوي باند مي باشند 5 و 4هاي  ه مي شود ستونشكل مشاهداين 
اين نتايج نشان داد . نشان دهنده مثبت بودن اين نمونه ها استكه 

-anti منفي و HBsAgاز نمونه هاي  درصد 1/16كه تقريبا 

HBc مثبت از نظر HBV از كل درصد 54/1 مثبت و حدود
 مطرح مي OBI به عنوان كه بودند HBVنمونه ها آلوده به 

  .شندبا
 در دو جمعيت نشان داد δ32نتايج حاصل از بررسي جهش 

 در δ32 داري جهش مثبت DNA HBVموارد كه هيچكدام از 
از گروه كنترل داراي هر دو فرم %) 2( نفر 2ژنوم خود نبودند اما 

بودند و مابقي همگي بدون جهش ) هتروزيگوت (δ32وحشي و 
 نشان داده شده 2 نمونه اي از اين نتايج در شكل شماره. بودند
  . است

  
تكثير ژن : 1ستون . CCR5 نمونه اي از نتايج تكثير ژن :2شكل

CCR5 بدون δ32قطعه (دهد   را نشان ميbp 188( 2، ستون: 
50bp ladder محصول :3 و ستون PCR كه حاوي هر دو قطعه 

  .است) δ32حاوي جهش (bp156و  bp188) هتروزيگوت(
  

  بحث
 اهدا كننده 3700 نفر از 57اد كه نتايج اين تحقيق نشان د
كدام از اين افراد   بودند و هيچHBVخون مورد بررسي آلوده به 

 گيرنده CCR5. نداشتند CCR5در ژن را  δ32جهش 

 مي باشد كه در CCL5 و CCL3 ،CCL4هاي  كموكين
هاي ايمني به محل عفونت شركت كرده و با  مهاجرت سلول
 MAP طريق مسيرهاي هاي داخل سلولي از ايجاد سيگنال

kinase و )JNK(Jun-N-terminal Kinase  اقدام به 
هاي سيتوتوكسيك  هاي ايمني از جمله لنفوسيت سازي سلول فعال
 B يكي از اشكال باليني عفونت هپاتيتOBI بيماري )12(.كند مي

  منفيHBsAgمي باشد كه در آن علي رغم اينكه بيمار از نظر 
 هنوز به )1(.باشد  محيطي مي در خونHBV-DNAداراي  است

طور كامل مشخص نشده كه چرا سيستم ايمني اين افراد قادر 
ويروس را به طور ) clearance(نيست همانند گروه پاك شونده 

اما محققين در حال بررسي اجزا مختلف . كامل از بدن پاك كند
سيستم ايمني اين افراد جهت مقايسه آن با سيستم ايمني افراد با 

 در CCR5با توجه به نقش مهم .  هستندclearanceات خصوصي
هاي ويروسي، به نظر مي رسد كه اين گيرنده با عملكرد  بيماري

 در بدن ايفا HBVخود نقش مهمي را در ريشه كني ويروس 
گونه كه ذكر شد در طي تحقيقات گذشته  همان  )6 (.كند مي

ان خون  در بين اهدا كنندگBشيوع بالاي عفونت نهفته هپاتيت 
نيز بر اين مطلب مطالعه حاضر  در طي )2،3(.مشاهده شدايراني 

 57در نتايج ذكر شد طور كه   همان كه چرا. صحه گذاشته شد
اهدا كننده خون مراجعه كننده به سازمان %) 54/1 (3700نفر از  

در اين .  بودندHBV-DNAانتقال خون رفسنجان آلوده به 
 را مشاهده نكرديم δ32ران جهش كدام از بيما مطالعه ما در هيچ

 نفر از افراد گروه كنترل داراي فرم هتروزيگوت اين جهش 2اما 
گونه برداشت كرد كه  با توجه به اين نتايج مي توان اين. بودند

.  باشدداشتهاي  تواند نقش عمده  نميOBIاين جهش در ايجاد 
Chloe يك مطالعه  و همكاران طيCohort در كشور آمريكا 
بيماري و ) acute( بيمار مبتلا به فرم حاد 526معا بر روي كه ج

گروه كنترل پاك شونده انجام دادند متوجه شدند كه وجود 
 در فرم هتروزيگوت با بهبودي و ريشه كني CCR5-δ32جهش 

 اين محققين ميزان شيوع )11(. در ارتباط استBبيماري هپاتيت 
 درصد11 هتروزيگوت در جامعه آمريكا به شكلاين جهش را 
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 گيرنده اي است كه CCR5 كه داشتندند و عقيده ردگزارش ك
به ويروس در جهت پايداري و ايجاد بيماري مزمن كمك 

اين نتايج بر خلاف  )11 (.دقيق آن روشن نشدمكانيسم اما . كند مي
 همكاران بر و Suneethaنتايج  اما .پيش فرض مطالعه ما بود

 فرد سالم 408 و B بيمار مبتلا به فرم مزمن هپاتيت 214روي 
 در فرم هتروزيگوت با مزمن δ32نشان داد كه وجود جهش 
 نتايج اين محققين نشان داد كه )13(.شدن بيماري در ارتباط است

ميزان جهش در فرم هتروزيگوت در گروه بيماران به طور 
مطلب كه گروه البته با توجه به اين . باشد داري بالاتر مي معني

دند كه هيچ بو و همكاران افرادي Suneethaكنترل در مطالعه 
با اطمينان در  نداشتند نمي توان B از بيماري هپاتيت اي نشانه

زيرا گروه كنترل مورد نتايج اين مطالعه اظهار نظر كرد 
 كه با وجود اينكه از هيچ فرم بيماري باشندبايست افرادي  مي

       داراي)  منفيHBV-DNAو  HBsAg(برند  رنج نمي
anti-HBc در خون محيطي دال بر برخورد با ويروس و بهبودي 

و همكاران از كشور كره  Sang مطالعه  )1(.باشندكامل بيماري 
 حامل مزمن بيماري نشان شكل بر روي بيماران مبتلا به جنوبي 

-CCR5گونه فرمي از جهش  داد كه بيماران مورد بررسي هيچ

δ32رسد كه اين جهش با اين نوع  بنابراين به نظر مي)10(دارند را ن
به طور كلي به نظر مي رسد كه . نداشته باشدبيماري ارتباطي 

مطالعات مختلف بر روي نژادهاي مختلف نتايج گوناگوني را در 
يك علت اين امر را مي توان در ميزان شيوع اين . بر داشته است

 گونه اي كه ميزان اين به. جهش در جوامع مختلف جستجو كرد

 گزارش شده درصد11جهش در كشورهاي اروپايي و آمريكا 
بالاترين ميزان در ميان كشورهاي جهان رسد  ميكه به نظر است 

گزارشي  در رابطه با ميزان اين جهش در كشور ما )11(.مي باشد
 بيمار 57( نفر 357 ما بر روي جمعا هدر دست نيست اما مطالع

OBI ،100نشان داد كه )  بيمار ديابتي200وه كنترل و  نفر گر
 علت )14 (. درصدي مواجه هستيم17/1تقريبا ما با شيوعي برابر 

 بيماري شكلتوان در  دوم تفاوت نتايج ما با ديگر محققين را مي
مبتلا به  جمعيتقبلي مطالعات به دليل اينكه مورد بررسي دانست 

OBI هاي مشابه  ر روي فرممطالعات بيشتر بلذا .  نشده استانجام
ي بر به طور كل. خواهد كرددر اين زمينه باليني كمك شاياني 

 با جهش OBIرسد كه بيماري  به نظر مياين مطالعه  نتايج اساس
δ32  در ژنCCR5  با توجه به عدم بررسي  اماارتباطي ندارد

شود مطالعات  جمعيت بزرگتر به دليل مشكلات مالي پيشنهاد مي
رسي جنبه هاي مختلف ايمونولوژيك اين بربيشتري جهت 

 .انجام شودهاي كشور   در مراكز استانبيماري

 سپاسگزاري

نويسندگان اين مقاله از تمامي كارمندان سازمان انتقال خون 
رفسنجان و همچنين از رياست و كارمندان محترم مركز بنياد 

شان جهت انجام  دريغ  بيهاي هاي خاص به خاطر كمك بيماري
داشتي  وژه و همچنين تمامي بيماراني كه بدون هيچ چشماين پر

  .    تقدير و تشكر مي نمايندنمودنداقدام به اهدا خون 
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Detection of the CCR5-δ32 Mutation in Patients Infected with 
Occult Hepatitis B 

 
Kazemi Arababadi Mohammad, PhD*; Pourfathollah Ali Akbar, PhD**; Jafarzadeh Abdollah, PhD***; 

Hassanshahi Gholamhossein, PhD****; Afrooz Mohammad Reza, PhD*****; Hadadian Mahmood, PhD***** 
 

 

 

Background: Occult hepatitis B infection (OBI) is a form of viral hepatitis in which the HBV-

DNA is present in blood while the HBsAg is undetectable. As differences in genetics and 

immunological responses have important role on OBI we were persuaded to analyze the known 

CCR5-D32 mutation (a chemokine receptor) in patients with OBI. 

Materials and Methods: In this descriptive study, 3700 blood samples that were HBsAg negative 

were collected during March 2006 to February 2007, from Rafsanjan blood transfusion services. 

All samples were tested for anti-HBc antibody. The HBsAg negative and anti-HBc positive samples 

were analyzed for HBV-DNA by PCR technique. The HBV-DNA positive samples were regarded as 

OBI cases. Finally, the Gap-PCR was performed to examine the δ32 mutation in OBI patients.  

Results: The analysis of results showed that 352 (9.51%) cases of HBsAg negative samples were 

positive for anti-HBc. Following examination of HBsAg negative and anti-HBc positive samples for 

HBV-DNA by PCR based methods; we found that 57(16.1%) cases had HBV-DNA. None of the OBI 

patients had δ32 mutation in CCR5 chemokine receptor whereas 2(2%) of controls had 

heterozigotic form of this mutation. 

Conclusion: Based on the results of this study it seems that CCR5-D32 mutation does not affect 

the immune response against HBV to make OBI. 
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