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  :مقدمه
 يك باكتري مارپيچي شـكل     پيلوري ترهليكوباك

. باشـد   گرم منفي، با قابليت درگير كردن معده انسان مـي         
تحقيقات صورت گرفته تاكنون نشان دهنده ارتبـاط ايـن          

  اي و نيـــز ســــرطان روده-ايدههاي مع باكتري با زخم

  
دهـد كـه    هـاي آمـاري نـشان مـي     بررسي. باشند  مي معـده

ــا 50حــدود  ــت جه ــاكتري   درصــد از جمعي ــن ب ــه اي   ن ب
 درصـد از ايـن افـراد نهايتـاً بـه            5 تـا    2 و حـدود     اندآلوده

در بررسي اطلاعـات    ). 1،2(شوند  سرطان معده دچار مي   

  :چكيده
هاي مخاطي دستگاه گوارش نقش  در دفاع بر عليه برخي عفونت 23 و 17اينترلوكين هاي  :زمينه و هدف

ميزان  حاضرمطالعه . ايجاد التهاب نقش دارد باعث جذب نوتروفيل ها به محل عفونت شده و در IL-17 و دارند
 و فاقد هليكوباكترپيلوري گروه بيماران گاستريتي با عفونت در دوIL-23 و IL-17   سيتوكاين هاي mRNAبيان 

  .كند  بررسي مي Real-Time PCRعفونت را به وسيله روش كمي 
 50 و هليكوباكترپيلورييت با عفونت  بيمار داراي گاستر58 شاهدي، از -در اين مطالعه مورد :روش بررسي

 و  mRNAبعد از استخراج. بيمار مبتلا به گاستريت كه فاقد عفونت بودند، توسط آندوسكوپي بيوپسي تهيه شد
 اندازه Real-Time PCRها توسط  در نمونهIL-23  وIL-17  مربوط به  mRNA، ميزان بيانcDNAتبديل آن به 

 مورد آناليز Mann–Whitneyآلوده با استفاده از تست   دو گروه آلوده و غيرگيري شد و بيان سايتوكاين ها در
  .قرار گرفت

هليكوباكترپيلوري  در افراد داراي گاستريت با عفونت  IL-17 mRNAداري بين ميزان بيانارتباط معني :ها يافته
در mRNA  IL-23زان بيان همچنين ارتباط بين مي. )=941/0P (و افراد داراي گاستريت فاقد عفونت ديده نشد

 دار نبودي  و بيماران داراي گاستريت فاقد عفونت معنهليكوباكترپيلوريبيماران داراي گاستريت با عفونت 
)076/0 P=(.  

در بيماران IL -23و IL  -17  سيتوكاين هاي mRNAميزان بيان نتايج اين مطالعه نشان داد كه  :گيرينتيجه
باشد و در  وباكترپيلوري در مقايسه با بيماران گاستريتي بدون عفونت بالاتر نميداراي گاستريت با عفونت هليك

 لذا مي طلبد تا نقش دقيق نتيجه ارتباط معني داري بين دو گروه مورد مطالعه در اين استان وجود ندارد؛
 درماني هاي برنامه ارزيابي و آگهي هاي ديگر درگير در بروز بيماري گاستريت جهت تعيين پيشسايتوكاين 

  .بيشتر مشخص شود
  

  .Real-time PCR،هليكوباكتر پيلوري،اينترلوكين :واژه هاي كليدي
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 صـورت   2005 سـال     سراسـر دنيـا كـه در       بدست آمـده از   
ــشاهده شــد كــه در ســال   ــت، م ــورد 934000، 2002گرف  م

 700000سرطان معده اتفاق افتـاده كـه از ايـن تعـداد سـالانه               
بــه لحــاظ وســعت ). 3(مــورد بــه مــرگ منتهــي شــده اســت 

ضررهاي جاني و مالي كـه در رابطـه بـا ايـن بـاكتري مطـرح                 
 سر دسـته عوامـل   پيلوريهليكوباكتراست، به خصوص اينكه     

باشـد،  سـرطان دسـتگاه گـوارش مـي       عفوني ايجاد كننـده     
توسعه مطالعات در اين زمينه بسيار ارزشمند خواهـد بـود      

توانــد نــد ايجــاد بيمــاري، ايــن بــاكتري مــيدر رو). 1،2(
ها در معده مـستقر شـده و بـا درگيـر كـردن سيـستم                سال

بـا  . ايمني بيمار باعث القا التهاب در موكوس معـده شـود          
آيد كـه ايـن     تداوم التهاب، گاستريت مزمن به وجود مي      

شرايط در بيماران مختلف ممكن است به آتروفي معـده،   
). 4،5( سرطان معده منجر گردد      اي و يا  متاپلازيايي روده 

ــيش ســرطاني فقــط در دســته  اي از جمعيــت ضــايعات پ
ممكن اسـت بـه سـرطان منجـر گـردد زيـرا فاكتورهـاي               

از ( مختلفي همچون فاكتورهـاي بيمـاري زايـي بـاكتري    
ــه  ــاي ) ureAو  cagA،rocF ، vacAجمل و فاكتوره

هاي نژادي با هم متفاوت     ژنتيكي ميزبان كه در بين گروه     
ــ ــي اس ــت م ــي داراي اهمي ــاري زاي ــند ت در بيم ). 6(باش

 كــه توســط بــاكتري بــه داخــل  cagAهمچنــين فــاكتور
 SHP2هاي ميزبـان ترشـح و بـا اتـصال بـه فـاكتور               سلول

شـود كـه ايـن امـر        باعث فعال شدن تيروزين فسفاتاز مـي      
هــا را در پــي خواهــد توليــد فــاكتور رشــد و ســايتوكاين

   ).7(داشت 
امل التهاب مزمن در همه  عپيلوريهليكوباكتر
و اين پاسخ التهابي مزمن باعث ) 8(افراد آلوده است 

فراخواني نوتروفيل ها در درجه اول و به دنبال آن 
 و ماكروفاژها به ناحيه التهاب T, Bلنفوسيت هاي 

شود و پاسخ ايمني ايجاد شده در ناحيه درگير باعث  مي
 هاي التهاب و آسيب بافتي در اثر آزاد شدن واسطه

هاي آزاد اكسيژن و ها، راديكالالتهابي مانند سايتوكاين
NOهاي  سلول). 9(شود  ميTH17 در ترشح IL-17 كه 

يك سايتوكاين پيش التهابي است نقش دارند و افزايش 
؛ )10،11(شود  القاء مي IL-23توسط TH17 هاي سلول

در دفاع بر عليه برخي  IL-23 وIL-17 از سويي 
طي دستگاه گوارش نقش دارند و اين هاي مخاعفونت

 IL-17ها به محل عفونت توسط نقش با جذب نوتروفيل
 هميشه نقش IL-17با اين حال ). 11(شود  ميانجام

ها صورت اي كه بر روي موشدفاعي نداشته و مطالعه
هاي التهابي را  گرفته است نشان داده است كه پاسخ

 IL-17 ضد بادي منوكلونالتوان با تزريق آنتي مي
؛ همچنين در بيماران با پريودونتال )12(كاهش داد 

  ).13( مرتبط است IL-17شديد با افزايش مقادير 
  با توجه به ميزان بالاي بيماران با مشكلات 

اي در استان چهارمحال و بختياري كه  روده-ايمعده
ممكن است آنان را مستعد ابتلا به سرطان معده نمايد 

اقعيت كه گاستريت يكي از مراحل همچنين وجود اين و
-ايقبل از سرطاني شدن در افراد داراي مشكلات معده

رسد كه از اطلاعات به دست باشد به نظر مي اي ميروده
ها با  ها و ارتباط آنآمده در رابطه با بيان ژني سايتوكاين

نوع فاكتور ويرولانس باكتري، بتوان جهت فهم دقيق 
 ايجاد بيماري جهت مكانيسم و عوامل دخيل در

پيشگيري و غربالگري بيماران استفاده و نسبت به 
اقدامات پيشگيرانه معمول يا شناسايي بيماري در مراحل 

از سويي توسعه مطالعات در اين زمينه، . اوليه اقدام نمود
هاي ما در رابطه با مكانيسم از طريق افزايش دانسته

 ه پيدا ممكن است بهليكوباكترپيلوريزايي بيماري
 كردن راهكارهاي مناسب درماني كمك كند؛ لذا اين

   سايتوكاين هايmRNAبيان  طالعه با هدف بررسي ميزانم
IL-17 و IL-23ي بيماران داراي  در بافت مخاطي معده

،  Real-Time PCRگاستريت، توسط روش كمي
  .طراحي و اجرا شده است

  

  : بررسيروش
ان  شاهدي بر روي بيمار-اين مطالعه مورد

داراي گاستريت مراجعه كننده به بيمارستان هاجر 
 نفر از 58از .  انجام شده است1389شهركرد در سال 

 كهپيلوري  هليكوباكتربيماران داراي گاستريت مبتلا به 

علائم مشكلات  داراي متخصص پزشك نظر اساس بر
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 عدد بيوپسي گرفته شد كه 3 روده اي بودند -معده اي
اي داشتن باكتري در اين افراد بر يكي از بيوپسي ها بر

اساس مثبت شدن تست اوره آز، بيوپسي ديگر براي 
 پاتولوژي كارهاي بيان ژن و سومي براي آزمايشات

و نيز مثبت شدن ) تشخيص حضور باكتري و نوع بيماري(
انتخاب  glmM  و16SrRNAهاي  براي ژن PCR تست
 16SrRNAزءـــ ژن كد كننده ج 16SrRNA.شدند

 باشد و پرايمر مربوط به آن اختصاصي ومي ميريبوز
 كننده   نيز كد glmMژن.  مي باشدهليكوباكترپيلوري

هاي محافظت شده در  بوده و جزء ژن ureC فاكتور
 است؛ بنابراين تشخيص مولكولي هليكوباكترپيلوري

16SrRNAو glmM  بيانگر حضور باكتري در بافت مربوطه 
  ).14(خواهد بود 

 بيمار داراي 50ه همچنين بيوپسي در اين مطالع
گاستريت كه در حال حاضر مبتلا به عفونت نبودند تهيه 

 mRNAاين بيوپسي ها به منظور پايدار كردن . شد
بلافاصله بعد از نمونه گيري، در محلول مهار كننده 

RNas درجه سانتيگراد انتقال -70 قرار گرفتند و به فريز 
 mRNA استخراج  كيتداده شدند و نهايتاً به كمك

 بافت بيوپسي ها Total RNA، )، آلمانInvitekكيت (
در ادامه با استفاده از دستگاه اسپكتروفوتومتر . استخراج شد

 Total ميكروليتر از 3اندازه گيري و سپس   Total RNAميزان

RNA با استفاده از كيت Revertaid First cDNA synthesis 

(#K1632, Fermentase) ركت سازنده بهطبق روش ش cDNA 
 با TaqManپرايمرهاي مخصوص و پروب هاي . تبديل شد

 Primer Express (TAG Copenhagen)ي  استفاده از برنامه

  هاي تمام واكنش). 1جدول شماره (طراحي شدند 
Real-Time PCR در دستگاه )Corbett (Rotor Gene TM 3000 

ه مرحله گرمايي دستگاه در س-برنامه زماني. انجام شدند
مرحله اول كه منجر به واسرشتگي . تنظيم گرديد

)Denaturation (هاي مولكولcDNA درجه 95شود،  مي 
 سيكل كه 45 دقيقه، مرحله دوم 10سانتي گراد به مدت 

 ثانيه جهت 15 درجه سانتي گراد به مدت 95شامل 
ي گراد به ـــ درجه سانت60واسرشتگي و مرحله سوم 

و گسترش ) Annealing (فت شدن ثانيه براي ج60مدت 
)Extension (25ها در حجم نهايي واكنشاين . انجام شد 

ليتري صورت  ميلي1/0ميكروليتر در ميكروتيوب هاي 
ر از ـــ ميكروليت12ر واكنش شامل ــــتركيبات ه. گرفت

TaqMan Universal PCR Master Mix (2X) ،4/0 
 و برگشت با ر از هر يك از پرايمرهاي رفتـــميكروليت
 ميكروليتر از پروب ها با 2/0 پيكومولار و 10غلظت 
 DNase free RNase/ ميكروليتر آب 7 پيكومولار، 10غلظت 

نمونه هاي مورد  در نهايت .  الگو بودcDNA ميكروليتر 2و 
  . سيكل تكثير انجام پذيرفت45نظر در دستگاه قرار داده شدند و 

ن در هر  ژCtΔها،  براي بررسي آماري داده
 به عنوان β-actin ژن Ct ژن مربوطه و Ctنمونه از افتراق 

آوري شده با ژن رفرانس محاسبه شد و اطلاعات جمع
 براي Mann-Whitney Uاستفاده از آزمون آماري 

 SPSS بررسي بيان ژن در دو گروه مختلف، در نرم افزار

مربوطه  هاي همچنين براي تهيه شكل.  تجزيه و تحليل شدند
  . استفاده گرديدGraphPad Prism 5 Demo نرم افزار از

  توالي پرايمرها و پروب هاي به كار رفته در اين مطالعه :1جدول شماره 
  پرايمرها و توالي پروب ها ژن

 )β-actin( بتا اكتين 
Forward  5-AGCCTCGCCTTTGCCGA-3 
Reverse  5-CTGGTGCCTGGGGCG-3 
Probe   FAM-CCGCCGCCCGTCCACACCCGCC-TAMRA 

  )IL-17A (17 -اينترلوكين
Forward  5-AATCTCCACCGCAATGAGGA-3 
Reverse 5-ACGTTCCCATCAGCGTTGA-3 
Probe   FAM-CGGCACTTTGCCTCCCAGATCACA-TAMRA 

  }IL-23(p19) {23 -اينترلوكين
Forward  5-TCAGTGCCAGCAGCTTTCAC-3 
Reverse  5-TCTCTTAGATCCATGTGTCCCAC-3 
Probe    FAM-CTCTGCACACTGGCCTGGAGTGCA-TAMRA 
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  :  ها يافته
بيمار نفر  60بيمار مرد و نفر  48در اين مطالعه 

 34از بيماران مرد و نفر  24نمونه گيري شدند، كه  زن
.  بودندپيلوري هليكوباكتراز بيماران زن آلوده به نفر 

  ميانگين سني بيماران بيماران در گروه آلوده
سال و در گروه فاقد آلودگي  71/41 ± 41/15 

   . سال بود10/39 ± 68/16 باكتريايي
   سايتوكاين هاي mRNAبررسي ميزان بيان

 IL-17 و IL-23  پيلوريهليكوباكتر در افراد آلوده به 
داري بين افراد غير آلوده نشان داد كه ارتباط معنيو 

 در افراد داراي  IL-17 مربوط بهmRNAميزان بيان 
 و افراد داراي هليكوباكترپيلوريفونت گاستريت با ع

وجود ندارد ) =941/0P(گاستريت فاقد عفونت 
داري بين همچنين ارتباط معني). 1نمودار شماره (

راي  در بيماران داIL-23 مربوط به  mRNAميزان بيان
 و بيماران هليكوباكترپيلوريگاستريت با عفونت 

 )=76/0P(داراي گاستريت فاقد عفونت ديده نشد 
  ).2نمودار شماره (

 
 
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

در  IL-17مقايسه ميزان بيان سايتوكاين  :1نمودار شماره 
  هليكوباكترپيلوريبيوپسي بيماران داراي گاستريت با عفونت

  و افراد گاستريتي فاقد عفونت
  

  
  
  
  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

در  IL-23مقايسه ميزان بيان سايتوكاين  :2نمودار شماره 
هليكوباكترپيلوري ن داراي گاستريت با عفونت بيوپسي بيمارا

  و افراد گاستريتي فاقد عفونت
  
  

  :بحث
 در رده اول عوامل عفوني هليكوباكترپيلوري

و ) 15(ايجاد كننده سرطان دستگاه گوارش قرار دارد 
در مطالعات بسياري كه اخيراً در كشورهاي مختلف بر 
ان روي اين باكتري انجام پذيرفته است، ارتباط بي

اي روده-ايهاي معدههاي مختلف با بيماريسايتوكاين
. كه توسط اين باكتري القا مي شوند گزارش شده است
 به عنوان مثال در يكي از اين گزارشات بيان شده است

كه توسط باكتري كه پروتئين فعال كننده نوتروفيل 
 و IL-23هاي شود باعث القاي بيان سايتوكاينتوليد مي

IL-12وتروفيل ها و ماكروفاژها در ناحيه التهاب  از ن  
هاي  از سويي اطلاعات از هر دو سيستم). 16(مي گردد 

حيواني تجربي و بيماران مبتلا به سرطان انسان نشان 
 به طور كلي براي رشد IL-23 و IL-17دهد كه  مي

  تومور مطلوب هستند و اين اثرات، مهم بودن نقش 
دارد   تومور را بيان مي ايمني ضدTآن ها در توليد سلول 

ممكن است  IL-23 كند كه همچنين پيشنهاد مي). 17(
 T هاي بتواند به طور مستقيم مانع از توانايي سلول

كه اين نيز به ) 18(تومور شود  سيتوتوكسيك در نفوذ به
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توسط لنفوسيت ها  IL-17 عنوان القاء كننده اصلي سنتز
 ).19(شود  د مي معده پيشنهادر قسمت زير لايه اپي تليال

نيز نشان داده اند كه اين  IL-23  بر رويمطالعات اوليه
 با يك زير مجموعه جديدي از التهاب  سايتوكين به شدت

CD4 هاي سلولو  همراه است T  كه باعث ترشح سطح
هاي  سلول اند پس از آن به عنوان شده IL-17 بالايي از

Th17برخي با اين وجود در  ).19-21(شوند   ناميده مي
  براي تمايز IL-23از مطالعات ضرورت وجود

مورد تاييد قرار نگرفته است و تنها به   Th17هاي سلول
  Th17هاي نقش حفاظتي و القايي در گسترش سلول

  .)22-24(اشاره شده است 
 انجام گرفت 2005مطالعه اي كه در سال در 

 در افراد IL-17 و IL-8 سايتوكاين هاي mRNA سطح
 در مقايسه با افراد سالم بدون يكوباكترپيلوريهلآلوده به 

گاستريت به طور معني داري بيشتر بود و همچنين سطح 
mRNA سايتوكاين ها به طور معني داري با درجه  اين

ها و نوتروفيل ها در ناحيه التهاب وابسته مونو نوكلئرنفوذ 
اما در مطالعه حاضر ارتباط معني داري بين ). 25(بود 

روه مورد مطالعه ــــسايتوكاين ها در دو گميزان بيان 
د به اين علت كه گروه شاهد داراي ــــديده نشد؛ شاي

.  داشته اندهليكوباكترپيلوريابتلاء به گاستريت، سابقه 
   و IL-17تحقيقات نشان داده اند كه سايتوكاين هاي

 IL-8ه التهاب ـــروفيل ها به ناحيـــل جذب نوتـــ عام
روفيل ها نيز عامل اصلي آسيب بافتي و نوت) 26(بوده 

هاي   در بيماريIL-17همچنين افزايش بيان ). 27(هستند 
 مالتيپل ،لوپوس التهابي از جمله روماتوييد آرتريت،

كرون  بيماري و آسم روده، التهابي بيماري اسكلروزيس،
 2007 مطالعه اي كه در سال .)28-31(است  شده گزارش

 mRNAه است كه سطح انجام گرفته نيز نشان داد
ور معني داري ـــ به طIL-23 و IL-17سايتوكاين هاي 

افراد سالم فاقد (در افراد آلوده نسبت به گروه شاهد 
اوت معني داري بين ـــبالاتر بوده است، اما تف) عفونت

 مثبت و افراد آلوده با cagAافراد آلوده با سويه هاي 
cagAمطالعه كه ما كه با  )32، 31( منفي ديده نشده است

در ارتباط با بيان اين سايتوكاين ها با فاكتورهاي 
 .ويرولانس انجام شد، مطابقت داشت

  
  :  نتيجه گيري

ه نشان داد كه ميزان بيان ـــنتايج اين مطالع
mRNA هاي مربوط به  IL-17و IL-23  در بيماران

 در پيلوري هليكوباكترداراي گاستريت با عفونت 
باشد  گاستريتي بدون عفونت بالاتر نميمقايسه با بيماران 

 ليكوباكتر ه و احتمالاً چون اين بيماران قبلاً عفونت
 داشته و تحت درمان قرار گرفته اند ميزان بيان پيلوري

اين دو سايتوكاين دستخوش تغيير شده است؛ با اين 
گردد تا مطالعات بيشتري بر روي وجود پيشنهاد مي

روه بيماران مقايسه با گگروه شاهد بدون گاستريت در 
 داراي گاستريت انجام گيرد هليكوباكترپيلوريآلوده به 

هاي مختلف در بروز بيماري تا نقش دقيق سايتوكاين
  .مشخص شود

 

  :قدرداني و تشكر
بدينوسيله از پرسنل بخش آندوسكوپي بيمارستان 
هاجر استان چهارمحال و بختياري و كليه بيماراني كه 

 اجراي اين مطالعه ياري رساندند و همچنين صميمانه ما را در
از معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي شهركرد، جهت 
تأمين بودجه و تصويب اين پايان نامه و نيز از كليه كاركنان 
محترم مركز تحقيقات سلولي و مولكولي شهركرد كمال 

  .تشكر دارد

  
  
  
  

.  
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Background and aims: IL-17 and IL-23 play an important role in intestinal mucosal defense 
against certain infections IL-17 causes neutrophils absorption to the site of infection and it 
results in inflammation. In this study, IL-23 and IL-17 mRNA expression levels will be checked 
in gastritis patients with Helicobacter pylori infection and patients without infection by 
quantitative Real-Time PCR Method. 
Methods: In this a case – control study, 58 patients with gastritis with H. pylori infection and 
50 patients who were free of infection, were biopsy through endoscopy. After extracting 
mRNA into cDNA, mRNA IL-17 and IL-23 expression levels in samples were measured by 
Real-Time PCR and cytokines expression were analyzed between infected and non infected 
groups using the Mann–Whitney test. 
Results: In this study, no significant relation was observed between IL-17 mRNA expression in 
patients with H. pylori gastritis and gastritis patients without infection (P=0.941). And also no 
significant correlation was observed between the expression levels of mRNA IL23 in patients 
with Helicobacter pylori gastritis and patients without infection (P=0.76)  
Conclusions: The results showed that expression level in IL-17 mRNA and IL-23 in patients 
with Helicobacter pylori gastritis compare with the patients without infection is not higher, so 
there is not a significant relationship between the two groups. Therefore it’s requiring to seek 
the role of other involved cytokines in appearing gastritis for evaluation the treatment program. 
 
Keywords: Helicobacter pylori, Interleukin, Real-time PCR. 
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