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 چكيده

Helicobater pylori  در موكوس معده كلونيزه مي شود و انواعي از تظاهرات باليني در دستگاه گوارشي فوقاني ايجاد
به  .باشد  iceAيا cagAممكن است در ارتباط با وجود يا عدم وجود ژن  Helicobater pyloriمي كند، نتايج باليني عفونت 

خم اثني مرتبط با گاستريت، زخم معده و ز Helicobater pylori در سويه هاي iceA و cagAمنظور بررسي وجود ژن 
براي نمونه هاي بيوپسي تست اوره آز گذاشته . تهيه گرديد Helicobater pyloriنمونه بيوپسي از بيماران آلوده به   80عشر، 

حضور  DNAنگهداري شد، بعد از استخراج  -20نمونه ها در فريزر  بيمار جداسازي شد 25از  Helicobater pyloriشد كه 
مورد  25از ميان نمونه هاي مورد بررسي  .بررسي شد Allelic specific PCRبا روش iceA و cagAژن هاي 

هاي مرتبط با گاستريت، زخم معده و زخم اثني  در سويه iceAفراواني ژن  PCRپس از انجام  ههليكوباكترپيلوري جداسازي شد
در سويه هاي مرتبط  cagAفراواني ژن . داراي بيشترين فراواني بود 75%با  1iceAآلل . 25%و  50%، 25% عشر به ترتيب برابر بود با

با توجه به نتايج اين مطالعات مي توان استنباط  .بود%16/16، %50 ،%36/36با گاستريت، زخم معده و زخم اثني عشر به ترتيب برابر 
اي پپتيك نجر به نوع شديد بيماري از جمله زخم همي تواند م Helicobater pylori در سويه هاي cagAنمود كه وجود ژن 

 Helicobaterتوان ژني از اين باكتري را به عنوان شاخص براي تعيين سرانجام باليني عفونت با  گردد، اما در مجموع نمي

pylori  پيشنهاد نمود و اختلاف بروز ژنiceA مختلف را باليني در كشورهاي  در مطالعه و نيز اختلاف نوع ژن در فرم هاي
  .توان به انتشار جغرافيايي مرتبط دانست مي

  
  .زخم پپتيك ،iceAژن ،cagAژن ، Helicobater pylori ،تنكابن :كلمات كليدي
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 مقدمه

Helicobater pylori   يك باكتري مارپيچي اسـت
ايـن  . كه در مخاط معده و اثنـي عشـر زيسـت مـي كنـد     

ي عشــر و شــكل نــايجــاد التهــاب معــده و اث بــاكتري در
  ). 22و16(هاي پپتيك دخالت دارد  گيري زخم

بر اساس نتايج مطالعات مختلف مي توان گفت كه 
ــان و     ــي ميزب ــيات ژنتيك ــي، خصوص ــاي محيط فاكتوره

كتورهاي بيماريزايي باكتري در نتيجـه نهـايي بيمـاران    فا
  .)24و 22، 9(ممكن است سهيم باشند 

از جمله عواملي كه بيشتر مـورد توجـه قـرار گرفتـه     
اســت فاكتورهــايي بيمــاريزايي نظيــر فــلاژل،  ادهســين، 

مي باشند كه اصـلي تـرين   ... سيتوتوكسين واكوئل زا و 
يكـي از  ). 24و9(مي باشـد   iceAو  cagA ژنهاي آنها

ــره     ــط جزي ــونده توس ــم عناصــر كدش ــاي مه عملكرده
، فعال كردن و تحريـك واكـنش هـاي    cagپاتوژنيسيته 

ايمني مي باشد كه از آن جمله مي تـوان بـه فعـال شـدن     
اشـاره    NFkB, AP-13فاكتورهاي رونويسي از قبيل 

فعال شدن اين فاكتورهـاي رونويسـي باعـث بيـان     . نمود
ژن هاي سـرطانزا، ژن هـاي كـد     ژن هاي متعددي شامل

هاي  كننده چرخه كننده كموكاين ها و نيز ژن هاي فعال
برخـي  . )20و 19، 18، 14( آنتي آپوپتوزيس مي گردند

پروتئين هاي مربـوط بـه سيسـتم هـاي      ،cagاز ژن هاي 
يكــي از . )29و 28، 25، 23(ترشــحي را كــد مــي كننــد 

  . باشد ميcagA +هاي مربوط به اين جزيره  ژن
بـا بيمـاري   cagA عفونت با سويه هـاي حـاوي ژن  

زخم معده، گاستريت آتروفيك و سرطان معـده مـرتبط   
از  cagAمطالعـات اخيـر نشـان داده انـد كـه      . مي باشد
ژن تشكيل شده است و اهميـت محصـولات    30بيش از 

اين ژن ها در تحريك پاسخ هاي كموكين اپتيليوم معده 
ــت     ــيده اس ــات رس ــه اثب ــو). 17(ب ــي در كش رهاي غرب

مثبت، به عنـوان مـاركري   cagA آلودگي با سويه هاي
همراهي با زخم هاي معده، اثنـي عشـر و سـرطان معـده     
ديده شده است امـا در كشـورهاي آسـيايي چـون اكثـر      

سـويه هـاي    Helicobater pyloriافراد آلـوده شـده بـا    
cagA  مثبت هستند همراهي و ارتباط ميان سويه هـاي 

cagA 21(بيماري مشخص نمي باشد  عواقب مثبت و.(  
به عنوان يك شـاخص ژنتيكـي    اخيراً iceAاما ژن 

براي پيشرفت و تكامل بيماري زخم اثني عشر در شـرق  
و همكارانش  Peekاين ژن توسسط . شناخته شده است

 iceA2 و iceA1داراي دوالـل  iceA ).24(معرفي شد

پروتئين مشابه آنزيم اندونوكلئاز   iceA1آلل . مي باشد
nlaIIIR در Neisseria lactamica  ــد را كـــ

اســيد آمينــه را كــد  59وتئين بــا پــرiceA2  و كنــد مــي
، بيان يكي از ايـن  )7(وابسته نيست  iceA1كند و به  مي

  ).8و5(دو به شيوع جغرافيايي بستگي دارد 
ــود ژن    ــه وجـ ــن مطالعـ در  iceAو  cagAدر ايـ

مرتبط با بيمـاري هـاي    Helicobater pyloriهاي  سويه
 .گاستريت و زخم هاي پپتيكي مطالعه شد

با توجـه بـه اينكـه در شهرسـتان تنكـابن هيچگونـه       
اي مولكولي مبني بر تعيين ژنوتايپ ايـن بـاكتري    مطالعه

انجام نشده است لذا من بر آن شـدم بـا تعيـين ژنوتايـپ     
بـاكتري را  غالب باكتري مزبـور شناسـنامه ژنتيكـي ايـن     

اساس نتايج حاصله بتـوان در آينـده    مشخص نمايم تا بر
 . گامهاي مؤثري را در پيشگيري از اين بيماري برداشت
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 13  ...در بيماران  Helicobacter pyloriتعيين ژنوتايپ غالب 

  مواد و روش ها
ــه   ــن مطالع ــا    80در اي ــاران ب ــي از بيم ــه بيوپس نمون

ــط پزشــك     ــوارش توس ــتگاه گ ــاني دس ــكلات فوق مش
متخصص بخش اندوسـكوپي بيمارسـتان شـهيد رجـائي     

روي نمونه هاي بيوپسي تسـت اوره  . تنكابن تهيه گرديد
مثبـت داخـل    اوره آز نمونه هـاي بيوپسـي  . آز انجام شد
 وچـك حـاوي سـرم فيزيولـوژي در فريـزر     ويال هاي ك

Cº20-  جهـــت اســـتخراجDNA  و انجـــام كارهـــاي
  .مولكولي نگهداري شدند

  
  

 Highاز كيت استفاده شد DNAجهت استخراج 

 pure  PCR  Template  preparation  kit  
  .كه از شركت ديد تازه در ايران خريداري شد

 PCRهر نمونه تـا انجـام    DNAپس از استخراج 
پرايمرهـاي   تـوالي . نگهـداري گرديـد   -Cº20در دماي 

و  cagAاختصاصــي جهــت تكثيــر بخشــي از قطعــه ژن 
iceA ،iceA1 و iceA2در مطالعات قبلي طراحـي   كه

رفـرنس مقـالاتي    .آمده است 1 جدول گرديده است در
كه اين پرايمرها از آن استخراج شـده در جـدول آمـده    

  .است

  پرايمرهاي مورد استفاده و سكوانس آنها: 1جدول 

 PCRمحصول  رفرنس
  سكوآنس

َ3        َ5 
 پرايمر

31 974 GATCATGGCCTACAACCGCATGGA  
GGGTGCGATTTGCGTGGGCGATG

iceA 

4  246 CTATAGCCAGTCTCTTTGCA  
GTGTTTTTAACCAAAGTATC

iceA1 

4 334 GTTGGGTATATCACAATTTAT  
TTGCCCTATTTTCTAGTAGGT

iceA2 

11 506 GATCTCGGTGGGTCTTTTC 
TCTTTTACGGCATTGTTCA

CagA 

  
  .استفاده گرديدمواد زيراز جهت تكثير قطعه مورد نظر از ژن، 

  
 مواد مورد استفاده جهت تكثير قطعه مورد نظر از ژن :2جدول 

PCR buffer 2.5 µ  
  Mgcl2      2.5µ 
Primer F 2µ 
Primer R 2µ 
dNTP 2µ 
Tag DNA polymerase 2µ 
DNA 1µ 
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  .زير انجام گرديد تكثير قطعه مورد نظر در دستگاه ترموسايكلر طبق برنامه
  

  cagAژن  PCRبرنامه : 3جدول 
programStep 

 
Definition temperature Time (min) Cycle 

Prog.1  
 

1  Heat start 94 8 1 

Prog.2  
  

1 
2 
3 

Denaturation 
Annaling 
Extension 

94 
57 
72 

1 
1 
1 

40 
40 
40 

Prog.3 1 Final extension 72 7 1 

 
  iceAژن  PCRبرنامه : 4جدول 

program Step 
 

Definition temperature Time (min) Cycle 

Prog.1 
 

1  Heat start 94 5 1 

Prog.2 
 
 
 

1 
2 
3 

Denaturation 
Annaling 
Extension 

94 
57 
72 

1 
1 
2 

35 
35 
35 

Prog.3 
 
 

1 Final 
extension 

72 5 1 

  
 iceA2و  iceA1ژن  PCRبرنامه : 5جدول 

program Step 
 

Definition temperature Time (min) Cycle 

Prog.1 
 

1  Heat start 94 5 1 

Prog.2 
 
 
 

1 
2 
3 

Denaturation 
Annaling 
Extension 

94 
57 
72 

1 
1 
1 

35 
35 
35 

Prog.3 
 
 

1 Final 
extension 

72 5 1 
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 15  ...در بيماران  Helicobacter pyloriتعيين ژنوتايپ غالب 

درصد  1در ژل  PCRمحصول به دست آمده از 
آگارز رنگ آميزي شده با اتيديوم برومايد الكتروفورز 

 ترانس UVگرديد و سپس باندها با استفاده از 

براي انجام الكتروفورز از ولتاژ .لوميناتور مشاهده گرديد
  .دقيقه استفاده كرديم 55با مدت زمان  70

   iceAجفت بازي ژن  974مربوط به قطعه PCRتصوير ژل الكتروفورز محصول : 1شكل 
  

 
  iceA 1جفت بازي ژن  246مربوط به قطعه  PCRتصوير ژل الكتروفورز محصول : 2شكل 

  iceA2جفت بازي ژن   334و 
  

 
 cagAجفت بازي ژن  506مربوط به قطعه  PCRصوير ژل الكتروفورز محصول ت: 3شكل 

    500 

506 

300 
334 

246 

200 

974 
900  
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  نتايج
مورد مثبت به دسـت آمـد    25نمونه بيوپسي،  80از 

نمونـه   7نمونه مربوط به افراد مبتلا بـه گاسـتريت،    8كه 
نمونـه   10مربوط بـه افـراد مبـتلا بـه زخـم اثنـي عشـر و        

 PCRبعـد از  . مربوط به افراد مبتلا بـه زخـم معـده بـود    
جفت باز به عنـوان   974 اندازهباندهاي به دست آمده با 

، iceA1بـاز از ژن   iceA ،246ر از ژن طعه مـورد نظ ـ ق
ــاز از ژن  334 ــت ب ــاز از ژن   506و  iceA2جف ــت ب جف

CagA  در نظــر گرفتــه شــدند و بــه عنــوان ســويه هــاي

 25در كل در ميان . اين ژن ها در نظر گرفته شدند واجد
 مــورد 4شــدند  PCRاوره آز مثبــت كــه  ســويه  مــورد

)16(%iceA    ــن ــه از ايـ ــت كـ ــورد  4مثبـ ــورد  3مـ مـ
)75(%iceA1 مورد 1و)25(% iceA2   مـورد   9بودنـد و
)36(%CagA در اين بررسي مشخص شـد   .مثبت شدند

فراوانـي ايـن    .بيشتر اسـت  iceAاز  cagAكه فراواني 
 زيـر  سويه هاي مرتبط با هر گـروه در جـدول   ژن ها در

  .نشان داده شده است

  
  فراواني ژن گروه مختلف از بيماران مورد مطالعه 3در سويه هاي جدا شده از  CagAو  iceA1  ،iceA2ميزان : 6جدول 
  CagA iceA1  IceA2  نوع ژن

  فراواني
  نوع بيماري

تعداد 
 كل

تعدادكل  درصد - +
iceA مثبت 

 تعداد كلدرصد - +

iceA مثبت 

 درصد - +

  Gast(  11  4  7  36/36  1  1  0  100  1  0  1  0(گاستريت 
  DU(  6  1  5  66/16  1  1  0  100  1  0  1  0(اثني عشر زخم 

  GU(  8  4  4  50  2  1  1  50  2  1  1  50(زخم معده 
 

 -جنس -ما فراواني اين ژنها را بر حسب گروه سني
  هم بررسي كرديم كه نتايج آماري ...محل سكونت و

  

  :جداول زير آورده شده است آن در

  در بيماران مبتلا به زخمهاي گاسترودئودنال در شهرستان تنكابن بر حسب جنس و نوع بيماري cagAميزان فراواني ژن : 7جدول 
  مرد  جنس

  

  جمع  زن

  فراواني
داد   نوع بيماري

تع
  ca

gA
+  

ca
gA

-  

صد
در

داد  
تع

  ca
gA

+  

ca
gA

-  

صد
در

داد  
تع

  ca
gA

+  

ca
gA

-  

صد
در

  

  Gast (  8  4 4 50  3  0 3 0  11  4 7 36/36(گاستريت 
  DU(  3  -  3  0  3  1  2  33/33  6  1  5  66/16(اثني عشر  زخم

  GU(  3  3  -  100  5  1  4  20  8  4  4  50(زخم معده 
  
  
  

ا ا ف
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  هاي گاسترودئودنال بر حسب محل سكونت در بيماران مبتلا به زخم cagAفراواني ژن : 8جدول 
  جمع  روستا  شهر  سكونت لمح

  فراواني
  درصد  -  +  تعداد  درصد  -  +  تعداد  درصد  -  +  تعداد  نوع بيماري

GU  
 

5  3 2 60  3  1 2 33/33  8  4 4 50  

DU  
 

4  1  3  25  2  1  1  50  6  2  4  33/33  

Gast  
 

9  4  5  44/44  2  -  2  0  11  4  7  36/36  

   
  

  در بيماران مبتلا به زخم هاي گاسترودئودنال در شهرستان تنكابن بر حسب جنس و نوع بيماري iceAميزان فراواني ژن : 9جدول 
  جمع  زن  مرد  جنس

  فراواني
  

داد  نوع بيماري
تع

  ca
gA

+  

ca
gA

 -  

صد
در

داد  
تع

  ca
gA

+  

ca
gA

 -  

صد
در

داد  
تع

  ca
gA

+  

ca
gA

 -  

صد
در

  

  Gast(  8  2 6 25  3  0 3 0  11  2 9 18/18(گاستريت 
  DU(  3  0  3  0  3  0  3  0  6  0  6  0(اثني عشر  زخم

  GU(  3  1  2  33/33  5  1  4  20  8  2  6  25(زخم معده 
  

  
  هاي گاسترودئودنال بر حسب محل سكونت در بيماران مبتلا به زخم iceAفراواني ژن : 10جدول 

  جمع  روستا  شهر  سكونت حلم
  فراواني

  درصد  -  +  تعداد  درصد  -  +  تعداد  درصد  -  +  تعداد  بيماري

  18/18 29  11  0 02  2  2722/22  9 گاستريت
GU 5  1  4  20  3  1  2  33/33  8  2  6  25  
DU 4  0  4  0  2  0  2  0  6  0  6  0  
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  هاي گاسترودئودنال در شهرستان تنكابن  در بيماران مبتلا به زخم iceA2و  iceA1ميزان فراواني ژن  :11جدول
  بر حسب نوع ژن و نوع بيماري

 iceA1  iceA2 ژن                

  فراواني              
  نوع بيماري

  درصد  -  +  تعداد  درصد  -  +  تعداد

  Gast(  2  1 1 50  2  1 1 50(گاستريت 
  DU(  0  0  0  0  0  0  0  0( زخم اثني عشر

  GU(  2  2  0  100  2  0  2  0(زخم معده 
  

  گروه سنيهاي گاسترودئودنال بر حسب  در بيماران مبتلا به زخم iceAو  cagAمقايسه فراواني ژن : 12جدول 
  cagA  ژن

  
iceA  

  فراواني
  نوع بيماري

  درصد  -  +  تعداد  درصد  -  +  تعداد

35-14  7  2 5 57/28  7  - 7 0  
57-36  12  5  7  66/41  12  2  10  66/16  
79-58  6  2  4  33/33  6  2  4  33/33  

  
  گروه مختلف از بيماران مورد مطالعه 3در سويه هاي جدا شده از  iceA2و  iceA1و  cagAميزان فراواني ژن  :13جدول 

  جمع  روستا  شهر  ن ژ
  فراواني                   

  نوع بيماري
  درصد  -  +  تعداد  درصد  -  +  تعداد  درصد  -  +  تعداد

  Gast (  11  4736/36  1  10 100  1  01 0(گاستريت 
  DU (  6  1  5  66/16  1  1  0  100  1  0  1  0(زخم اثني عشر 

  GU  (  8  4  4  50  2  1  1  50  2  1  1  50(زخم معده 
  

  بحث
نمونه اوره آز  25همانطور كه در نتايج اشاره شد از 

از اين  كه iceAحاوي ژن ) درصد 16(مورد  4مثبت، 
مورد  1و ) درصد 75(مثبت   1iceAنمونه  3، مورد 4

iceA2    درصد36(مورد  9و  بودند) درصد 25(مثبت (
اما اين ميزان با فراواني اين بودند  CagAحاوي ژن 

جدا شده  Helicobater pylori ها در سويه هاي ژن

و  Raymond. از كشورهاي مختلف متفاوت مي باشد
درصد  66همكاران در آمريكا گزارش كردند كه فقط 

ن حامل ژ Helicobater pyloriاي از سويه ه
CagA در مطالعه ديگري كه در سال  .)26(باشند  مي

و همكاران  Lucianeدر كشور برزيل توسط  2005
در سويه هاي  CagA صورت گرفت ميزان فراواني ژن
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Helicobater pylori 48 درصد گزارش شده است 
)15 .(  

Janchang  و همكارانش نشان دادند كه فراواني
در  Helicobater pyloriدر سويه هاي CagA  ژن

در مطالعه ). 13( درصد مي باشد 9/93كشور چين 
و همكاران در تركيه انجام  Aydinديگري كه توسط 

در سويه هاي  CagAگرفته است ميزان فراواني ژن 
درصد  3/73لايان به زخم هاي پپتيك را جدا شده از مبت

  ).6(گزارش كردند 47%را  NUDو در بيماران مبتلا به 
محمد حسين شيرازي در در مطالعه اي كه دكتر 

در ايران در بيمارستان شريعتي انجام دادند  85سال 
 درصد سويه هاي جدا شده از بيماران مبتلا به 7/64

NUD  حاوي ژنCagA 2( بودند.(  
و همكاران  Arentsدر مطالعه ديگري كه توسط 

در  CagAدر كشور هلند به دست آمده فراواني 
بيماري زخم معده نسبت به بيماري هاي ديگر غالب 

  ).3(بوده است 
 و همكاران VanDoornتوسط  iceA1و iceAژن 

وي در هلند مورد مطالعه قرار گرفت و پس از بررسي 
و زخم معده   iceA1نمونه ارتباط  الل  94روي 

  ).31(گزارش گرديد 
 اما در مطالعات انجام شده در آمريكا، ژاپن، كره،

و نتايج  iceA1كلمبيا و آلمان ارتباطي بين ژنوتايپ 
   ).32و  30، 27، 10( باليني بيماري مشاهده نشد

در مطالعه اي كه توسط فاطمه توحيدي در بابل 
 70%با فراواني  iceA1صورت گرفت در نهايت آلل 

  ). 1(آلل غالب شناخته شد
در تايوان  Hwai-Jenglinدر مطالعه اي كه 

غالب است  iceA1انجام دادند متوجه شدند كه آلل 
در آلل هايي كه  از بيماران در ژاپن و كره  ).12(

و در ايالات متحده  67%غالب با  iceA1جداسازي شد 
iceA2  در آسيا به دليل  كلاً). 33(غالب است  75%با

غالب تر  iceA1انتشار جغرافيايي يا فاكتورهاي ديگر 
  . است

مطالعه ما مثل مطالعات افراد ديگر كه ذكر  در
ميزان  مثلاً .بيشتر بود iceAاز  cagAفراواني كرديم 

cagA  36 % بود كه بطور حدودي با مطالعه اي كه
Luciane  و همكاران او در برزيل انجام دادند و 

  .بدست آوردند مشابه است% 48را   cagAفراواني 
نمونه  4شد يعني فقط % 16ما   iceAاما فراواني

مثبت بدست آورديم كه اين نتيجه با نتايج افراد ديگر 
همسو نيست اين آزمايش چندين بار صورت گرفت و 

دست آمد كه دلايلي از قبيل هر بار همين تعداد مثبت ب
تواند نقش  مي...  نوع غذا و ،انتشار جغرافيايي ،ژنتيك

ورت است نظر به اينكه نقش غذا به چه ص .دداشته باش
عادت غذايي خاص مناطق شمال و شيوع زياد اين 
ميكروب در اين مناطق مي توان گفت شايد سويه هاي 
جديدتري از اين ميكروب با ژنهاي بيماريزايي ديگري 

  iceAنمونه  4اما از اين  .در اين مناطق شايع باشد
را داشتند كه نشان iceA1  مورد آن آلل 3مثبت 

دكتر  ،لعه ما مثل مطالعه خانم توحيديطادهد در م مي
    .غالب بوده استiceA1  ... شيرازي و

  
  سپاسگزاري

بدينوسيله از كليه كساني كه در اجراي اين تحقيق 
  .ما را ياري نمودند نهايت تشكر را داريم
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