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Background and Aim: A strong causal relationship exists between cigarette smoking and development of
oral squamous cell carcinoma, so oral screening using exfoliative cytology has been recommended to
facilitate the early diagnosis of cellular alterations in oral mucosa and silver staining (AgNOR technique) has
been proven to be of value in the detection of incipient cellular alterations. The purpose of this study was to
compare the argyrophilic nucleolar regions (AgNORs) count of cells collected from normal mucosa of
cigarette smokers with that obtained from non- smokers.
Materials and Methods: In this cross-sectional study, cytologic smears of normal tongue, buccal mucosa and
floor of the mouth from 19 smokers and 19 non- smokers were stained for AgNORs. The AgNORs count was
established on 100 cells. The count value of groups were compared and analyzed using the Levens, Paired T,
Student and Factorial tests. Using P<0.05 as the limit of significance.
Results: The AgNORs were round and had a clustered distribution in both groups. The mean AgNORs count
was statistically higher in cells of smokers than non- smokers (P<0.05). There was a significant difference
between smears from the floor of the mouth and other anatomical sites in both groups. In this study, no
correlation was found between AgNORs count and gender.
Conclusion: Analysis of AgNORs suggests that there might be a correlation between the smoking habit and
an increased rate of cellular proliferation in the oral mucosal cells.
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ه اخیرا سیتولوژي دهانی ب؛وجود داردسرطان دهانسیگار و ایجادمصرفاز آنجا که رابطه علت و معلولی آشکاري بین :زمینه و هدف
آمیزي نقره تشخیص زودرس تغییرات سلولی در مخاط دهان مطرح شده است و رنگبرايhigh riskعنوان روشی در غربالگري افراد

وارزیابیحاضر با هدفمطالعه. محسوب گرددبه عنوان روشی ارزشمند جهت کشف تغییرات اولیه سلولیتواند می) AgNORتکنیک (
. انجام شدهاي اسمیرهاي تهیه شده از مخاط نرمال دهانی افراد سیگاري و غیر سیگاري در سلولAgNORsمقایسه میانگین شمارش 

فرد غیرسیگاري، از سه ناحیه 19فرد سیگاري و 19اسمیرهاي سیتولوژي از مخاط نرمال ، مقطعیدر این مطالعه :روش بررسی
در هر اسمیر بر AgNORsشمارش . آمیزي گردیدرنگAgNORsبا استفاده از روشآناتومیک زبان، گونه و کف دهان گرفته شد و 

و Levens ،Paired t ،Student tهاي آماري در هر دو گروه توسط آزمونAgNORsو اختلاف شمارش شدسلول انجام 100روي 
Factorial 05/0. فتقرار گرتجزیه و تحلیل موردP<داري در نظر گرفته شدبه عنوان سطح معنی.

در گروه AgNORsاختلاف شمارش . دیده شد) ايخوشه(صورت نقاطی گرد و با طرح تجمعی ه در هر دو گروه بAgNORs:هایافته
در AgNORsبین شمارش داري همچنین تفاوت معنی؛)>05/0P(دار بودسیگاري در مقایسه با گروه غیرسیگاري از نظر آماري معنی

. یافت نشدAgNORsدر این مطالعه، ارتباطی بین جنس و شمارش . کف دهان و دو ناحیه دیگر از نظر آماري وجود داشت
سیگار و افزایش میزان پرولیفراسیون مصرفاي بین رابطهممکن استکهداددر این مطالعه نشان AgNORsبررسی :گیرينتیجه

. خاط دهان وجود داشته باشدهاي مسلولی در سلول
Nucleolar؛استعمال سیگار؛سیتولوژي اکسفولیاتیو دهانی؛AgNORsآمیزي رنگ:هاواژهدکلی Organizer Region (NOR)
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مقدمه
Squanous Cell Carcinoma (SCC) شایعترین ،

تومور بدخیم دهان و ششمین سرطان شایع در انسان 
و تنباکو و سیگار یکی از مهمترین )2،1(شودمیمحسوب

). 1(آیندشمار میه عوامل اتیولوژیک آن ب
آل اولین گام جهت درمان هر بیماري، به طور ایده

؛ بنابراین جهت تشخیص به )3(باشد تشخیص زودرس آن می
موقع و زودرس سرطان دهان، بهترین شیوه غربالگري 

)screening (کارگیري ه افراد مستعد به سرطان دهان و نیز ب
روش سیتولوژي به عنوان روشی ساده، سریع، ارزان، کم خطر 

؛ همچنان که استفاده از این روش )4(و غیر تهاجمی است 
جهت تشخیص زودرس دیسپلازي و کارسینوم گردن رحم 

). 4(یافته است افزایش
مختلفی روشهايتوان از آمیزي اسمیر میرنگبراي 

از جمله روشهایی که اخیراً در سیتولوژي کاربرد ؛استفاده نمود
آمیزي با محلول نیترات نقره یا روش پیدا کرده است، رنگ

AgNOR*در این روش نواحی موسوم به ).7- 6(باشد می
NORs7،6(شوندآمیزي میدر هسته رنگ.(NORs،

هستند که به طورفعال از آنها DNAهایی از ف حلقهمعرّ
RNAو در نهایت منجر به شودمیبرداري ریبوزومال نسخه

هایی در ارتباط با پروتئینNoRs. شودسنتز پروتئین می
دوست و غیر هیستونی هستند که با استفاده از اسیدیک، نقره

باشندمشاهده میقابل ) AgNOR(آمیزي نقره رنگروش
در حقیقت این نقاط در هسته، خود شاخصی جهت ؛)7،6(

. )7،6(شوندفعالیت پرولیفراتیو سلولی محسوب می
ی و اند که آنالیز کممطالعات متعددي نشان دادهنتایج 

آگهی تواند در تشخیص و تخمین پیشمیAgNORsکیفی 
وجه به اینبا ت).13-6(ها سودمند باشدبسیاري از نئوپلاسم

استفاده از روشکه تاکنون مطالعات بسیار معدودي در زمینه 
AgNORs ده شدر سیتولوژي اکسفولیاتیو دهان گزارش

* Argyrophilic nucleolar organizer region
† Nucleolar organizer regions
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و مقایسه شمارش ارزیابیحاضر با هدفمطالعه، )14،7(است
AgNORsشده از مخاط سالم هاي اسمیرهاي تهیهدر سلول

انجام سیگاري گونه، زبان و کف دهان افراد سیگاري و غیر 
. شد

روش بررسی
بیمار 38در این مطالعه همگروهی تاریخی، در مجموع 

سیگاري و غیرسیگاري انتخاب شدند که هر گروه به دو زیر 
بیمار 20. گروه شامل گروههاي مردان و زنان تقسیم شدند

تعداد بیماران زن درگروه سیگاري و . بیمار زن بودند18مرد و 
دامنه سنی در گروه . بود)نفر9(رابر غیرسیگاري با هم ب

و در گروه )سال45با میانگین (سال 48-40سیگاري 
. بود) سال45میانگین با (سال 52-42غیرسیگاري

نفر با دامنه سنی10گروه مردان سیگاري شامل 
افراد سیگاري . بود)سال44میانگین سنی با (سال 35-55

سال 15مدت حداقل نخ سیگار در روز و به 20حداقل 
ک از بیماران یهیچ در هر دو گروه، . کردنداستفاده می

و در معاینه بالینی داخل دهانی نداشتندبیماریهاي سیستمیک 
و به ظاهر مشاهده نشدمخاط دهان، هیچ ضایعه پاتولوژیکی 

هر دو گروه از نظر جنس و . رسیدسالم و طبیعی به نظر می
.داشتندسن با هم مطابقت 

ل از تهیه اسمیر، براي بیماران هدف از این مطالعه و قب
پس از کسب رضایت شفاهی از . فواید آن توضیح داده شد

بیمار و شستشوي دهان بیماران توسط آب معمولی و کشیدن 
یک قطعه گاز به آرامی روي نواحی مورد نظر و بررسی نواحی 
مورد نظر و اطمینان از عدم وجود ذرات غذایی، توسط سه 

از هر یک از ) ساخت سوئد(بار مصرف یکOribrushدد ع
نواحی مخاط گونه، زبان و کف دهان، به طور جداگانه و مجزا 

Oribrushروش کار به این صورت بود که . اسمیر تهیه شد

بار چرخش داده شد و فشار دست 15-10در محل مورد نظر 
به قدري بود که نقاط ریز و سرسوزنی قرمز رنگی بر سطح 

خاط پدیدار شدند تا اطمینان حاصل شود که تقریباً تا ناحیه م
در هیچ . اندآوري شدههاي اپیتلیالی جمعغشاي پایه، سلول

سپس هر ؛ها خونریزي ایجاد نشدبرداريکدام از نمونه
Oribrush مربوط به ناحیه آناتومیکی خود، بر روي لام

ماره اي خشک و تمیزي که از قبل داراي برچسب و ششیشه
هاي موجود در سطح لام بود، گسترده شد و بلافاصله سلول

ایران - ، تهران%95حاوي اتانول (Pathofixتوسط اسپري 
Padtan Teb ( بار 2سانتیمتري و با حداکثر 25به فاصله

. شدندثابتفشار اسپري 
لازم به توضیح است این عمل بر روي بیماران داوطلب 

شناسیآسیبماریهاي دهان و به بخشهاي بیکنندهمراجعه
وابسته به دانشگاه علوم فک و دهان دانشکده دندانپزشکی

.دششهید صدوقی یزد انجام پزشکی
استاندارد و مطالعات طبق روش،شدهثابتاسمیرهاي 

محلول .)7،5(قرار گرفتندAgNORآمیزيتحت رنگقبلی
در % 2حجم ژلاتین یکآمیزي شامل نهایی جهت رنگ

% 50حجم محلول نیترات نقره دوو % 1اسیدفرمیک محلول
به این صورت که اسلایدها ابتدا به صورت افقی در داخل ؛بود

قطره از 4یا 3یک ظرف پتري قرار داده شدند و توسط پیپت، 
سپس ؛محلول مورد نظر بر روي سطح آنها ریخته شد

اي پوشانده شدند و به اسلایدها توسط یک درپوش شیشه
درجه سانتیگراد و در 45دقیقه در درجه حرارت 30مدت 

اي به آرامی درپوش شیشهپس از آن ؛تاریکی نگهداري شدند
و توسط شدند اسلایدها در آب مقطر شسته ؛برداشته شد

Xylene دهیدراته و در یکsynthetic medium ، مانت
.شدند

سلول 100براي هر اسمیر، بر روي AgNORشمارش 
عدسی چشم توسط روغن برابر100ماییبزرگنو با 

immersion و طبق روشCrocker به این ؛)7(شد انجام
هایی که در هسته آنها اسمیرها، سلولهمهصورت که در 

وجود ) به صورت نقاط سیاه رنگ(AgNORعدد 5حداقل 
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داشت، انتخاب گردید و جهت شمارش نقاط سیاه رنگ، نقاط 
به صورت تجمعی و متصل منفرد و مستقل و نیز آنهایی که 

به هم بودند، هر کدام به صورت یک واحد در نظر گرفته 
سلول براي 100در AgNORسپس میانگین تعداد ؛شدند

هر اسلاید محاسبه و نتایج شمارش به صورت میانگین و 
هاي این مطالعه با استفاده از د؛ دادهشن ابیانحراف معیار

Factorialو Leven's ،Paired t،Student tآزمونهاي 

به عنوان سطح >05/0P. ندمورد تحلیل آماري قرار گرفت
.داري در نظر گرفته شدمعنی

هایافته
در AgNORsدر بررسی میکروسکوپی همه اسلایدها، 

داخل هسته و به صورت نقاط سیاه رنگ و با حاشیه گرد قابل 
ها به صورت منفرد در بعضی سلولAgNORs. رؤیت بودند

به ) بخصوص در گروه سیگاري(زا و در برخی دیگر و مج
و یا متصل به هم بودند(clustered)معی جصورت ت

.)3- 1هاي شکل(
هاي در هسته سلولAgNORsمیانگین شمارش 

، مخاط 8661/7±7318/0مخاطی گروه سیگاري مخاط زبان 
دهان و مخاط کف1453/8±7307/0گونه 

ا میانگین شمارش بود که در مقایسه ب0296/1±8311/9
AgNORsهاي مخاطی گروه غیرسیگاري در هسته سلول

: ، مخاط گونه2544/6±4933/0: مخاط زبان(
ه ب) 7926/6±6222/0، مخاط کف دهان 6140/0±2147/6

).1جدول (، )=0001/0P(داري بیشتر بودطور معنی
در مقایسه گروههاي سیگاري و غیرسیگاري به تفکیک 

در AgNORsداري بین میانگین تعداد جنس نیز رابطه معنی
هاي مخاطی دهان مردان سیگاري و غیرسیگاري هسته سلول

).=0001/0P(و نیز زنان سیگاري و غیرسیگاري یافت شد 

هاي مخاط سالم در نمونه سیتولوژي سلولAgNORs-1شکل 
),AgNOR stain× 1000(کف دهان در یک زن سیگاري 

هاي مخاط سالم در نمونه سیتولوژي سلولAgNORs-2شکل 
. باشندنقاط محدود و گرد می. گونه در مرد غیرسیگاري

)1000 ×AgNOR stain,(

هاي مخاط سالم در نمونه سیتولوژي سلولAgNORs-3شکل 
و برخی استصورت تجمعی ه نقاط ب. گونه در یک مرد سیگاري

. شوندیده میصورت متصل به هم ده از آنها ب
)1000 ×AgNOR stain,(

سیگار و محل عوامل، Factorialبا استفاده از آنالیزهاي 
ثیر أصورت انفرادي و چه با همدیگر، ته آناتومیکی چه ب
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ها نشان در هسته سلولAgNORsداري بر شمارش معنی
بررسی آماري میانگین شمارش برايهمچنین ؛دادند

AgNORsی مختلف نمونه برداري زبان، در نواحی آناتومیک
صورت دو به دو ه گونه و کف دهان نواحی مخاطی مختلف ب

که در ندمورد تحلیل قرار گرفتPaired tبا استفاده از آزمون
ه در هسته بAgNORsگروه افراد سیگاري، میانگین تعداد 

داري در ناحیه کف دهان بیشتر از نواحی دیگر بود طور معنی
وجود داشتغیرسیگاري نیز همین رابطه و در گروه افراد

)0001/0P=(،) 1جدول.(
در بررسی رابطه بین جنس و میانگین شمارش 

AgNORs توسط آنالیزfactorial،ه بجنس چه عامل
سیگار، محل و ناحیه آناتومیکی، عواملو چه همراه با تنهایی
در هسته AgNORsثیر بر میانگین شمارش أفاقد ت
. ی هر دو گروه سیگاري و غیرسیگاري بودهاي مخاطسلول

گیريبحث و نتیجه
، AgNORدر تحقیقات متعدد با استفاده از تکنیک 

در هسته و فعالیت پرولیفراتیو AgNORهمبستگی بین تعداد 

أسلول در ضایعات پاتولوژیک مختلف مثل تومورهایی با منش
). 13- 10(شده است گزارش اپیتلیالی و ملانوسیتیک 

کننده پرولیفراسیون در هسته، منعکسAgNORتعداد 
، متاستاز tumor gradingسلولی، ترانسفورماسیون بدخیمی، 

؛)12،9(باشدمیتومور، عود تومور و وضعیت پروگنوستیک آن
یروشعنوان ه بAgNORاي، شمارش همچنین در مطالعه

objectiveشناختیبافتبنديدر درجهActinic Keratosis

شده است کارگرفتههب،سرطانی استیک ضایعه پیشکه
)13.(

بودن و یک ساده،آمیزي نقرهاز مزایاي روش رنگ
توان آن را در که میایندیگرو) 5(است اي بودن آن مرحله

هاي معمولی اسلایدهاي سیتولوژي که قبلاً با تکنیک
استفاده ازامکانهمچنین؛کار برده ب،اندآمیزي شدهرنگ

double staining و نشانگرهاي ایمونوهیستوشیمیایی نظیر
estrogen receptor (ER)پرولیفراتیو دیگر نشانگرهايو

باشد از مزایاي دیگر این روش میKi-67و PCNAنظیر 
)15،9.(

در هسته سلول هاي اسمیر افراد سیگاري و غیرسیگاري AgNORsمقایسه میانگین شمارش -1جدول 
نواحی مختلف آناتومیکی نمونه برداري شدهبرحسب 

t-testP-valueو انحراف معیارمیانگیننواحی آناتومیکی مورد مقایسهگروههاي مورد بررسی
034/0*8661/7302/2±7318/0مخاط زبانسیگاري

1453/8±7307/0مخاط گونه
0001/0*8661/7939/7±7318/0مخاط زبان

8311/9±0296/1مخاط کف دهان
0001/0*1453/8391/6±7307/0مخاط گونه

8311/9±0296/1مخاط کف دهان
2544/6105/0917/0±4933/0مخاط زبانغیر سیگاري

2147/6±6140/0مخاط گونه
0001/0*2544/6198/5±4933/0مخاط زبان

7926/6±6222/0مخاط کف دهان
011/0*2147/6827/2±6140/0مخاط گونه

7926/6±6222/0مخاط کف دهان

. سیتولوژیکی چندان مورد استفاده قرار نگرفته استدر اسمیرهاي AgNORآمیزي رنگروشتاکنون 
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Sujathan هاي جهت افتراق سلولروشو همکاران از این
serous effusionsهاي بدخیم در فعال مزیوتلیال از سلول

همچنین ؛)16(ولوژي استفاده کردند در اسمیرهاي سیت
Cardillo همبستگی بینAgNORهاي را در سلول

ضایعات غدد بزاقی FNAخیم و بدخیم در سیتولوژي خوش
).6(نشان داد 

آمیزي طور موفقیته بAgNORروشدر این مطالعه، 
ولوژیک مخاط سالم دهان در نواحی زبان، تدر اسمیرهاي سی

در این مطالعه نقاط . گرفته شدگونه و کف دهان به کار
AgNORجز در برخی هصورت گرد و به ها بدر هسته سلول

به صورت ،)داراي توزیع تجمعی(هاي گروه سیگاري نمونه
خیم هاي خوشکه این خود از مشخصات سلولمجزا بود

است و با نماي بالینی مخاط سالم افراد سیگاري 
میانگین شمارش ضمندر ؛کندمیو غیرسیگاري مطابقت

AgNOR در اسمیر افراد سیگاري بیشتر از افراد غیرسیگاري
بود که این امر خود بیانگر افزایش فعالیت 

هاي مخاط نرمال و سالم در افراد سیگاريپرولیفراتیو سلول
.باشدمی

نتایج این مطالعه با مطالعات مشابه دیگر که تاکنون در 
مطالعهاز جمله؛کندمیقتمطاب،انداین زمینه انجام یافته

Sampaio و همکاران که در آن با استفاده از اسپاتول چوبی
مطالعه و)7(از مخاط گونه، نمونه سیتولوژي گرفته شد 

Cancadoن که در آن نمونه هاي سیتولوژي از دو او همکار
البته ؛)14(ناحیه کف دهان و حاشیه زبان گرفته شده بود 

که استفاده از انواع ندانشان دادهمطالعات نتایج برخی 
cytobrushبنابراین ؛)17(باشد میاسپاتول چوبیازثرترؤم

اي است که در آن از سه ناحیه مطالعه حاضر، اولین مطالعه
.برداري شده استآناتومیکی به طور مجزا نمونه

Iusemهاي اپیتلیالی مخاط دهان را توزیع و بلوغ سلول
ه نمود و نتیجه گرفت که توزیع و بلوغ در سیتولوژي مشاهد

گیردثیر سطح استروژن قرار میأها در زنان، تحت تسلول

در مطالعه حاضر، سطح هورمونی، فعالیت پرولیفراتیو ). 18(
ثیر قرار نداد و هیچ تفاوتی بین أهاي اپیتلیالی را تحت تسلول
در مردان و زنان مشاهده نشد که این یافته AgNORsتعداد 

).14،7(کندمطالعات مشابه مطابقت میبا
در AgNORsطبق نتایج این مطالعه، میانگین شمارش 

کف دهان از سایر نواحی در هر دو گروه سیگاري و 
نیز در بررسی و همکاران Cancado. غیرسیگاري بیشتر بود

ند خود روي مخاط زبان و کف دهان به همین نتیجه رسید
)14 .(

که اپیتلیوم اندی نشان دادهسلولkineticمطالعات 
غیرشاخی داراي میزان پرولیفراسیون بیشتري نسبت به 

مخاط کف دهان تغییرات ؛ همچنین)12(اپیتلیوم شاخی است 
دهان داردنواحیبدخیمی و پیش بدخیمی بیشتري از سایر 

باشد که شمارش بنابراین چندان دور از انتظار نمی؛)1(
AgNORsن از سایر نواحی بیشتر هاي کف دهادر سلول

. باشد
Zimmermann و همکاران در تحقیق خود گزارش

که سن، عادت سیگارکشیدن و بیماري دهانی و کردند 
شدن مخاط دهان را در توانند درجه شاخیسیستمیک می

بیماران البته در مطالعه حاضر،؛)19(برخی نواحی تغییر دهند
ند و هیچ کدام از ی وضعیت مشابهی داشتهمگی از نظر سنّ

. بیماران، بیماري دهانی یا سیستمیک نداشتند
مطالعه حاضر نشان داد که روش سیتولوژي هاي یافته

خطر به تواند به عنوان روشی ساده و بیاکسفولیاتیو دهانی می
AgNORsتحلیلنتیجه خصوصبکار گرفته شود و 

ر هر د. باشدhigh riskبراي افراد تواند حداقل هشداري می
در کشف تغییرات AgNORتوان به ارزش روش صورت می

توان به وجود معمول نمیهايبسیار اولیه سلولی که با روش
کشفهمچنان که از این روش در؛اعتقاد داشت،آنها پی برد

دهان استفاده شده SCCهاي طبیعی مجاور تغییرات سلول
). 20(است
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ده از سیتولوژي که این مطالعه بتواند استفاامید است
دهان را همانند سیتولوژي گردن رحم، به عنوان روشی جهت 
معاینات معمول دندانپزشکی مطرح سازد و روشی براي 

؛فراهم نمایدجهت سرطان دهانhigh riskافراد غربالگري 

هاي تحقیقالبته، مطالعات بیشتري لازم است تا اهمیت یافته
گیري آن نگی شکلرا در ایجاد سرطان دهان و چگوحاضر
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