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زمينه و هدف
ارتباط بين ژنوتيپ هاى مشخص از ژن هاى cagA و vacA و خطر بالاى زخم و سرطان معده نشان داده شده است. اين ژن ها الگو هاى اللى متفاوتى را از 
نظر جغرافيايى نشان مى دهند. هدف از اين مطالعه آناليز توالى اين ژن ها به منظور شناسايى الگو هاى تنوع ژنتيكى و ارتباط با پى آمد بالينى بيمار مى باشد. 

روش بررسى
نواحى انتهاى آمينى ژن cagA و مركزى هر دو ژن از 147 سويه جدا شده از منابع جغرافيايى و قوميتى مختلف در ايران تعيين توالى شدند. روش هاى 

فيلوژنتيكى براى مطالعه تنوع اين ژن ها و ارتباط بين دودمان هاى تكاملى و پى آمد هاى بالينى استفاده شدند. 
يافته ها 

آناليز فيلوژنتيكى با استفاده از توالى هاى ژن cagA و vacA به ترتيب چهار و دو دودمان مجزا را نشان داد. دودمان 2 ژن cagA در مقايسه با دودمان 
ــترده اى را نشان داد. دودمان هاى 3 و 4 داراى نياى مخلوط با نوكلئوتيدهاى نوتركيب بودند و خاستگاه نيايى نوكلئوتيدها  ــيار گس 1 تنوع ژنتيكى بس
ــويه هاى با ژنوتيپ دودمان 2 از ژن vacA به طور معنى دارى cagA+ بوده (p=0 ،90 ٪<) و با ميزان بالاى بيمارى زخم  از دودمان هاى  1 و2 بود. س
گوارشى (زخم معده و دوازدهه) در افراد آلوده مرتبط بودند (p=0/003). بيشتر سويه ها در دودمان 1 از ژن cagA ، ژنوتيپ دودمان 2 از ژن vacA را 
نشان دادند (p=0/003) و به طور معنى دارى با خطر بالاى   بيمارى زخم گوارشى در افراد آلوده مرتبط بودند (p=0/022). سويه هاى با ژنوتيپ دودمان 

.(p=0) به طور معنى دارى با گاستريت مرتبط بودند cagA 2 از ژن
نتيجه گيرى

تعداد بالاى الگوهاى تنوع اللى در ژن هاى بيمارى زا روند تكاملى قوى را نشان داد كه موجب ظهور دودمان هاى كلونال جديد از ژن cagA در ايران شده 
است. دودمان هاى مشخصى از ژن هاى cagA و vacA با بيمارى زخم گوارشى مرتبط بودند.

كليد واژه: هليكوباكترپيلورى، تنوع ژنتيكى، وضعيت بالينى، cagA، vacA، ايران
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چكيده

زمينه وهدف  
هليكوباكترپيلورى عامل مهم در ايجاد آتروفى معده، زخم هاى معده و دوازدهه 
و لنفوم مالت بوده و يكى از عوامل تعيين كننده در بروز سرطان معده مى باشد.

(1)، اين باكترى تنوع اللى و تغيير پذيرى ژنتيكى بالايى را در ژن هاى مركزى 
(Core genes) و بيمارى زا (Virulence genes) نشان مى دهد.(6-2)، بر 
اين اساس آناليز توالى تعدادى از ژن هاى چند هزار بازى مى تواند مشخصه ژنومى 

روند تكاملى ژن هاى cagA وvacA هليكوباكترپيلورى درايران و ارتباط با  
پى آمدهاى بالينى
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لطيفي نويد و همكاران

و هويتى گسترده اى براى هر سويه فراهم كند.(6 و 7)، الگوى تغيير پذيرى 
نتيجه جهش و نوتركيبى درون گونه اى و بين گونه اى فراوان مى باشد 
كه ممكن است منجر به سازگارى در ميزبان شود.(10-8)، سويه هاي  ى كه 
به لحاظ ژنتيكى يكسان هستند در يك گروه قرار گرفته و يك دودمان 
كلونال را به وجود مى آورند. نوتركيبى      بين سويه اى كه در هنگام آلودگى 
هم زمان با چند نوع سويه رخ مى دهد مى تواند آميختگى نوكلئوتيدى بين 
دودمان هاى كلونال متفاوت را موجب شده و از اين رو بيشتر نشانه هاى 
غير  اللى  ارتباط هاى  وجود  اين  با  كند.(6)،  حذف  را  كلونال  بندى  گروه 
 cagA و vacA تصادفى بين دو ژن بيمارى زاى مشهور هليكوباكترپيلورى
قومى/ خاستگاه  اساس  بر  ژن ها  اين  اللى  فراوانى  است.  شده  داده  نشان 

جغرافيايى سويه ها متفاوت بوده و از اين رو درجه اى از گروه بندى هاى 
كلونال را نشان مى دهند.(11 و 12)، توكسين VacA سويه هاى مختلف، 
و  داده  نشان  خود  موزاييك  ژنى  ساختار  در  را  اى  گسترده  تغييرپذيرى 
است. شده  مشخص  معده  بيمارى هاى  با   vacA الل هاى متفاوت  ارتباط 

(13)، ناحيه انتهاى كربوكسيلى CagA سويه هاى هليكوباكترپيلورى نيز 
الگوى ژنى موزاييك مرتبط با پى آمد هاى بالينى متفاوت را نشان مى دهند.
(14)، اگرچه تغييرپذيرى ژنتيكى و كسب يا فقدان برخى ژن ها در زمان 
عفونت مزمن هليكوباكترپيلورى نشان داده شده، اما   تاثير آن ها در زنده 

ماندن و بيمارى زايى باكترى هنوز مورد بحث و بررسى است. 
از  به ٪69  نزديك  و  د  اشته  وجود  بالايى  قومى/جغرافيايى  تنوع  ايران  در   
جمعيت ايرانى آلوده به عفونت هليكوباكترپيلورى مى باشند.(15)، علاوه بر اين، 
فراوانى زخم معده و سرطان معده به شدت تحت تاثير خاستگاه جغرافيايى 
و يا قومى مى باشد.(16 و 17)، اين يافته ها همراه با ميزان پايين ريشه كنى 
 (٪20) ملاحظه  قابل  ميزان  و   (18) ايران  در  هليكوباكترپيلورى  عفونت 
برگشت عفونت يا آلودگى مجدد (19) ممكن است نشان دهنده روند تكاملى 
گسترده در درون سويه هاى ايرانى باشد. آناليز توالى هاى هفت ژن مركزى

(3/5kb از هر سويه) نشان داده كه خصوصيات ژنتيكى هليكوباكترپيلورى 
در ايران به شدت تحت تاثير تبادل ژنتيكى با كشورهاى همسايه بوده و 
تفاوت قومى-جغرافيايى سويه ها در درون كشور به خوبى حفظ شده است.

(20)، اگرچه هنوز اين تفاوت در سطح الگو هاى اللى شناخته شده ژن هاى 
بيمارى زاى  هليكوباكترپيلورى كه داراى روند تكاملى سريع تر بوده و بيشتر 
تحت تاثير فشار هاى انتخابى هستند، مشخص نشده است. هدف از اين مطالعه، 
آناليز گسترده توالى ژن هاى vacA و cagA به منظور شناسايى الگو هاى 
تنوع ژنتيكى و جريان تكاملى آن ها در ايران مى باشد. ارتباط بين عفونت با 
سويه هاى ايرانى و پى آمد بالينى بر اساس الگوى فيلوژنتيكى (خويشاوندى 

ژنتيكى) باكترى ها نيز مورد بررسى قرار مى گيرد.   

روش بررسى   
سويه هاي باكتريايي

Intra-Specific Cross-) مطالعه حاضر از نوع مقطعى درون گونه اى

از  هليكوباكترپيلوري  سويه   147 مطالعه  اين  در  مى باشد.   (Sectional
مراكز  به  كه  بيماراني  معده  بيوپسي  كشت هاي  تا  1387از  سال 1386 
آندوسكوپي در استان هاي مختلف ايرا  ن مراجعه كرده بودند،  به دست آمد. 
جغرافيايي  منطقه  يك  در  سكونت  مطالعه  اين  در  بيمار  هر  ورود  معيار 
مشخص، مشخصات زباني و ن ژادي و ازدواج هاي درون نژادي در سه نسل 
گذشته بود. بر همين اساس پرسشنامه زبانى-نژادى استاندارد براي هر بيمار 
تكميل گرديد. بيوپسي ها مربوط به بيماراني بودند كه مليت ايراني داشته و 
محل سكونت و تولد آنها يكسان بود. هم چنين پدر و مادر و هر چهار جد 
مادري و پدري فرد مورد مطالعه داراي خاستگاه قومي و زباني يكسان بودند. 
به طور كلي سويه ها از 7 گروه قومي تعريف شده در 11 ناحيه جغرافيايي 

ايران به دست آمدند (جدول 1). 
 يافته هاى آندوسكوپى در مورد هر بيمار ثبت شده و سپس بيماران به سه 
 (NUD-normal) 1، نرمال(NUD) گروه شامل سوء هاضمه بدون زخم
زخم  بيمارى  و  نفر)   73)  (NUD-gastritis) نفر)، گاستريت   40)
گوارشى2 (زخم معده3 و زخم دوازدهه4) (34 نفر) تقسيم  شدند. گروه نرمال 
ضايعه هاى التهاب معده قابل تشخيص را در مشاهدات آندوسكوپى نشان 

نداد و مخاط معده نيز حالت عادى داشت.  

جدا سازى باكترى و شناسايى آن
آندوسكوپيست  توسط  آنتروم  ناحيه  از  بيوپسي  نمونه  دو  بيمار  هر  از 
انجام  محل  در  سريع5  آز  اوره  تست  نمونه ها  از  يكي  براي  و  شد  گرفته 
شد. بيوپسي ها داخل محيط ترانسپورت و تحت زنجيرة سرد در مدت 24 
ساعت به آزمايشگاه هليكوباكترپيلوري در دانشگاه تهران منتقل شده و روي 
محيط كشت بروسلا آگار  انتخابي كه با 7-5٪ خون گوسفند دفيبرينه 
حاوى   هوازى  كم  شرايط  در  پليت ها  شدند.  داده  كشت  بود،   شده  غني 
CO2 5٪ و رطوبت با   لاى 98٪ به مدت 4 تا 10 روز در دماى  37 درجه 
سانتى گراد گرمخانه گذارى شدند. تعيين هويت كلنى هاى باكتريايي بر 
اساس رنگ آميزى گرم، شكل مارپيچي در ز  ير ميكروسكوپ، مثبت بودن 
  SrDNAتست هاى اوره آز،  كاتالاز و اكسيداز و هم چنين تكثير قطعه
16  هليكوباكترپيلوري (21) با پرايمر هاى اختصاصى انجام شد (جدول 2). 

استخراج DNA ، PCR و تعيين توالي 
استخراج DNA با استفاده از كيت DNPTM (سيناژن، ايران) انجام شد. 
 ،DNA در هر نمونه مشخص شد. از هر نمونه DNA ميانگين   غلظت
غلظت هاى ng/μl 50 و ng/μl 5 در ميكروپليت 96 خانه آماده شده و 
در مراحل بعدى مورد استفاده قرار گرفت. تكثير توسط PCR6 و تعيين 

1. Non ulcer dyspepsia
2. Peptic ulcer disease (PUD)   
3. Gastric ulcer
4. Duodenal ulcer
5. Rapid urease test 
6. Polymerase chain reaction
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 vacAو cagA روند تكاملى ژن هاى
هليكوباكترپيلورى درايران

جدول 1: مشخصات سويه هاى هليكوباكترپيلورى جدا شده از منابع جغرافيايى و قوميتى مختلف در ايران

مكان جغرافيايىخانواده زبانى1خاستگاه قومىناحيه (تعداد سويه ها)استان
شمال غربآلتايى/ تركى2آذرىاردبيل (21)اردبيل
شمالهند- اروپايى3گيلكىرشت (10)گيلان

شمالهند- اروپايىمازندرانىسارى (13)مازندران
غربهند- اروپايىكردسنندج (10)كردستان

غربهند- اروپايىكردكرمانشاه (12)كرمانشاه
غربهند- اروپايىلرخرم آباد (10)لرستان

جنوب غربهند- اروپايىلرياسوج (7)كهگيلويه و بويراحمد
شمال شرقهند- اروپايىفارسمشهد (18)خراسان رضوى

جنوبهند- اروپايىفارسيزد (14)يزد
جنوبهند- اروپايىفارسبندرعباس (10)هرمزگان
جنوب غربآفريقايى-آسيايى/ سميتيك4عرباهواز (22)خوزستان

1. برگرفته از دايره المع ارف بين المللى زبان شناسى (ويرايش شانزدهمhttp://www.ethnologue.com/) كه اطلاعات دقيق مربوط به 909،6 زبان زنده دنيا را شامل مى شود.
Afro-Asiatic/Semitic .4  Indo-European . 3          Altaic/Turkic .2

 .(vacA و cagA) و تعيين توالى ژن هاى بيمارى زا PCR ،جدول 2: پرايمرهاى استفاده شده براى تعيين هويت كلنى هاى هليكوباكترپيلورى

Locus Gene function Name Sequence (5'→3')
Annealing 

temperature 
(°C)

Genome posi-
tions (expected 

size [bp])

  H. pylori 16S 
rDNA 16S rRNA

HP1 GCAATCAGCGTCAGTAATGTTC

56 773-1293 (521)a

HP2 GCTAAGAGATCAGCCTATGTCC

Cytotoxin-asso-
ciated gene A

cagAN-F CCATTTTAAGCAACTCCATAAACC 56 -
cagAN-F1 AAGATACCGATAGGTATGAA

cagA (-N) cagAN-F2 CTAACGAAGCCATTAACCAACAAC

cagAN-R CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA

cagAC-F GGCAATGGTGGTCCTGGAGCTAGGC 55 -
cagA (-C)

cagAC-R GGAAATCTTTAATCTCAGTTCGG

Vacuolating 
cytotoxin A

OLHPVacA-F ACAACCGTGATCATTCCAGC 56 -

vacA HPvacA-R ATACGCTCCCACGTATTGC
vacA_F2 CTGCTGTAGGAACGGTCTC
vacA_R2 GCGTGGCGCCATCATAAAGAG

a H. pylori 26695 (cytotoxic strain with the s1a/m1 vacA type).
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لطيفي نويد و همكاران

توالي قطعات مياني و انتهاي آميني cagA از 95 سويه هليكوباكترپيلوري 
و قطعه ژن vacA از 144 سويه با استفاده از پرايمرهاي فهرست شده در 
جدول 2 انجام شد. شرايط تكثير توسط PCR به صورت زير مي باشد: 5 
دقيقه واسرشتگي اوليه در دماي 96 در  جه سانتى گراد، 30 سيكل هركدام 
شامل 40 ثانيه در 96 درجه سانتى گراد، 40 ثانيه در 56 درجه   سانتى 
گراد (به جز cagAC با دماي اتصال درجه سانتى گراد 55)، 40 ثانيه در 
72 درجه   سانتى گراد و گرمخانه گذاري نهايي در 72 درجه سانتى گراد 

به مدت 7 دقيقه.

آناليز داده ها 
توالي هاي ژن هاي cagA (نواحي آميني و مركزي) و vacA در داده پايگاه برنامه 
 BioNumerics v5.10  (Applied-Maths, Sint Maartens-Latem, Belgium)

و  ويرايش  و  شده  جفت  هم  با  وبرگشتي  رفت  توالي هاي  شدند.  ذخيره 
تصحيح آنها به منظور دستيابي به طول توالي يكسان مطابق با الگوهاي 
درخت هاي  شد.  انجام  بيماري زا  لوكوس هاي  براي  شده  تعريف  ويرايشي 
 (22)  MEGA v4 نرم افزارهاى  از  استفاده  با   Neighbor-joining
 DNA ترسيم شدند. بدين منظور ماتريس هاي فاصله اي مابين توالي هاى
با استفاده از مدل تكامل مولكولي Kimura 2 محاسبه و استفاده شدند. 
محاسبه   DnaSP 4.50 برنامه از  استفاده  با  مولكولى  تنوع  پارامترهاى 

شد.(23)
برنامه STRUCTURE 2.2 (24) كه يك روش خوشه بندى پارامتريك 
سويه هاى  جمعيتى  ساختار  تعيين  براى  مى دهد  قرار  استفاده  مورد  را 
هليكوباكترپيلورى، شناسايى جمعيت هاى ژنتيكى مجزا، نسبت دادن هر 
سويه به جمعيت هاى نيايى فرض شده و تعيين آميختگى نيايى سويه ها 
استفاده شد. اين برنامه مدلى را فرض مى كند كه در آن k جمعيت وجود 
دارد و هر كدام از جمعيت ها مجموعه اى از فركانس هاى اللى در هر لوكوس 
را شامل مى شوند. سويه ها ممكن است به دو جمعيت نيايى يا بيشتر نسبت 
داده شوند در صورتى كه ژنوتيپ هايشان نوعى آميختگى بين آن ها را نشان 
دهند. در اين مطالعه پس از ارزيابى اوليه با مدل Admixture، از مدل 
Linkage در برنامة STRUCTURE 2.2 (24) به منظور مشخص كردن 
جمعيت هاي نيايي داراي فركانس هاي اللي مجزا و تعيين نسبت هاى نيايى 
براى هر سويه استفاده شد. عملكرد اين مدل تكاملي بر اين اساس است كه 
الل هاي پيوسته اغلب روي يك قطعه كروموزوم منفرد بوده و از جمعيت 
از  تعدادي  از  مستقل  طور  به  قطعه  هر  رسند.  مي  ارث  به  يكسان  نيايي 
جمعيت هاي باكتريايي،  k با احتمال qk مشتق مي شود. qk نسبت نيايي 
از هر جمعيت k براي هركدام از سويه ها مي باشد. برنامه با k مابين 1 
و 5 توسط شبيه سازي MCMC اجرا شد. تعداد تكرار اوليه در برنامه 
100,000 انتخا  ب شد كه توسط 200,000 تكرار بعدي ادامه پيدا كرد. 
احتمال حداكثر مربوط به k = 2 بود در حالي كه k > 2 الگوهاي جمعيتي 
غير پيوسته را به وجود آورد. برنامه Distruct 1.1 براي نمايش گرافيكي 

ساختار جمعيتي حاصله استفاده شد.
 Neutral ميزان نوتركيبي در جمعيت توسط روش پارامتريك مبتني بر مدل
coalescent به نام Composite likelihood estimate (CLE) با 
استفاده از برنامة LDhat محاسبه شد.(25)، در اين روش، نوتركيبي متغير 
احتمال  تخمين  روش  از  استفاده  با  شده  تعريف  توالي  رديف  سراسر  در 
 Bayesian reversible-jump طرح  قالب  در  لازم  جريمه  لحاظ  با 
Markov chain Monte Carlo (RJMCMC) محاسبه شد. مدل 

كراس اور (Cr  oss-over) براي آناليز جايگاه هاي دو اللي استفاده شد.
آزمون هاى مربع كاى (χ2) و فيشر (Fisher exact test) براى ارزيابى 
ارتباط مابين دودمان هاى تكاملى و پى آمد بيمارى استفاده شد. داده ها 
با استفاده از نرم افزار SPSS نسخه 16 آناليز شدند و p < 0/05 معنى 

دار در نظر گرفته شد. 

يافته ها   
 cagA روند تكاملى در لوكوس

آناليز فيلوژنتيكى با استفاده از توالى هاى ژن cagA، روند تكاملى گسترده 
اى را در درون جمعيت هاى هليكوباكترپيلورى ايرانى مشخص كرد. اين 
جمعيت ها در درون چهار دودمان مجزا، خوشه بندى شده بودند. از ميان 
سويه ها، 72/1٪ (106/147) از نظر حضور ژن   cagA مثبت بودند.   656 
مركزى:  ناحيه  نوكلئوتيد،  آمينى: 413  (انتهاى   cagA ژن  از  نوكلئوتيد 
سپس  و  توالى  تعيين  هليكوباكترپيلورى  سويه  در 95  نوكلئوتيد)،   243
(از 106  سويه  مركزى 11  يا  آمينى  انتهاى  نواحى  توالى هاى  شد.  آناليز 
سويه) قابل استفاده براى آناليز نبود. دودمان ها توسط شاخه هاى درونى 
بلند با 70٪ ارزش Cut-off در درخت نهايى به هم متصل شده بودند 
گرفتند.  قرار   4 و   3 دودمان هاى  در  واسط  حد  سويه هاى   .(A 1شكل)
و   3 دودمان  در   IRANL68 و   IRANL18،IRAN5KH  سويه هاى
سويه هاى IRAN65-B،IRANL133 و IRANL112 در دودمان 4 واقع 
شده بودند. اين سويه ها همر  اه با سويهIRANL81 كه به تنهايى در شاخه 
جدا واقع شده بود، داراى نياى مخلوط با نوكلئوتيدهاى نوتركيب بودند و 
خاستگاه نيايى نوكلئوتيدها از دودمان هاى 1 و2 بود (شكلB 1). قطعات 
توالى ژن cagA در دودمان1، 107 پلى مورفيسم (16/31٪) و در دودمان 
مورفيسم ها  پلى  چه  اگر  داد.  نشان  را   (٪12/04) مورفيسم  پلى   79  ،2
مقادير  اما  بودند،  يافته  كاهش  دودمان 2  در  اى  ملاحظه  قابل  مقدار  به 
 Ka/Ks نسبت  و  جهش)  (ميزان   Θ نوكلئوتيدى)،  (تنوع   π پارامترهاى 
افزايش يافته بود (جدول 3). نسبت Ka/Ks نمايانگر ميزان فشار انتخابى 
بر روى ژن رمزگردان يك پروتئين است. نسبت بالاى Ka/Ks در دودمان 
2 نشان داد كه انتخاب منفى (حذف انتخابى الل هاى مضر) در اين دودمان 

به سهولت انجام مى شود. 

vacA روند تكاملى در لوكوس
446 نوكلئوتيد از توالى داخلى ژن vacA در 144 سويه هليكوباكترپيلورى 
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ايرانى تعيين توالى و آناليز شد. توالى هاى ژن vacA سه سويه (از 147 
سويه) كه از بيوپسى معده بيماران مبتلا به سرطان معده جدا شده بودند 
جايگاه ها  از  تعدادى  براى  كروماتوگرام  منحنى هاى  نبودند.  استفاده  قابل 
دو نوكلئوتي  د متفاوت را نشان داد. از اين رو توالى هاى اين سويه ها از اين 
مطالعه خارج شدند. آناليز فيلوژنتيك با استفاده از توالى هاى ژن vacA دو 
دودمان مجزا را در درون سويه هاى هليكوباكترپيلورى ايرانى با توزيع وابسته 
به دودمانى سويه هاى +cagA نشان داد (شكل 2). دو دودمان توسط يك 
شاخه درونى بلند به هم متصل شده بودند كه نشان ا  ز تفاوت ژنتيكى بالا 

ما بين دو دودمان بود. سويه هاى IRANL121 و IRANL114 در يك 
خوشه مجزا واقع شدند. اكثر سويه هاى دودمان 2، به طور معنى دارى حضور 
ژن cagA را در درون ذخيره ژنومى شان نشان دادند [٪94/56 (52/55) 
از   (38/41) يك، ٪92/68  دودمان   .[P=  0  ،(49/87) برابر ٪56/32  در 
سويه هاى - cagA را شامل شد. قطعات توالى ژن vacA در دودمان 1، 74 
پلى مورفيسم (16/59٪) را در مقايسه با 104 پلى مورفيسم (23/31٪) در 
دودمان 2، شامل شد. پلى مورفيسم بالاتر دودمان 2 با افزايش در مقادير  
π و Θ همراه بود در صورتى كه نسبت Ka/Ks كاهش يافته بود (جدول3).

جدول 3: داده هاى ژنتيك جمعيت در ژن هاى cagA (نواحى انتهاى آمينى و مركزى) و vacA از سويه هاى هليكوباكترپيلورى ايرانى

ρ/θρθπKa/KsKaKsNo. (%) poly-
morphic sitesHdNo. haplo-

type
Length 

(bp)
Lineage 

(No. strains)

20/0830/6280/0310/0160/253550/009990/03940107 (16/31)0/99869656I (74)
cagA

4/7480/1730/0360/0370/322850/027020/0836979 (12/04)114656II (14)
4/4530/1640/0370/0420/493290/035340/0716474 (16/59)0/99985445I (87)

vacA
5/8060/2750/0470/0470/462570/038040/08310104 (23/31)0/99953445II (55)

Ks: No. of synonymous change per synonymous site, Ka: No. of non-synonymous change per non-synonymous site, π: nucleotide diver-
sity, Θ: mutation rate, ρ: average rho (recombination) per site obtained by Ldhat (p-value <   0.05).

شكل 1: ساختار جمعيتى سويه هاى ايرانى بر اساس آناليز قطعات ژن cagA (نواحى انتهاى آمينى و مركزى) .A). آناليز فيلوژنتيكى 95 سويه هليكوباكترپيلورى ايرانى با استفاده 
از قطعات توالى ادغام شده ژن cagA (نواحى انتهاى آمينى و مركزى). چهار دودمان كاملا جدا در شكل مشخص مى باشد. سويه  IRANL81 كه با ستاره مشخص شده است نياى 
مخلوط با نوكلئوتيد هاى نوتركيب را شامل مى شود. ستاره ها در دودمان 2 خوشه هايى را نشان مى دهند كه سريعا در حال گسترش هستند. هر دودمان ارزش بوت استرپ بيشتر از 
70 را در شاخه هاى منتهى به دودمان شامل شد. .B). ساختار جمعيتى سويه هاى ايرانى بر اساس آناليز قطعات ژن cagA (نواحى انتهاى آمينى و مركزى) ادغام شده براى هر سويه 
و با دو جمعيت نيايى فرض شـده توسـط مدل Linkage در برنامه a .STRUCTURE). سـتون هاى عمودى رنگى نسبت هاى نيايى از دو جمعيت را براى هر سويه نشان مى دهد. 
سـويه هاىIRANL18 ، IRAN5KH،IRANL68 ، IRAN65-B، IRANL133 و IRANL112 نياهاى مختلف را شـامل شدند و تقريبا بيشتر از نيمى از نوكلئوتيد هايشان را از 
 .(b .55٪ از نوكلئوتيدهايش را از دودمان 1 و 45٪ باقيمانده را از دودمان 2 دريافت كرده بود ،IRANL81 دودمان 2 (سبز) و بقيه را   از دودمان 1 (قرمز) دريافت كرده بودند. سويه
براى هر دودمان، ميانگين ضرايب عضويت براى دو جمعيت نيايى به صورت گرافيكى در اين پلات نمايش داده شده است. دودمان 1 ، 3٪ از نوكلئوتيدهايش را از دودمان 2 و دودمان 

2 ، 12٪ از نوكلئوتيدهايش را از دودمان 1 دريافت كرده است.

 vacAو cagA روند تكاملى ژن هاى
هليكوباكترپيلورى درايران
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لطيفي نويد و همكاران

و  ايرانى  هليكوباكترپيلورى  جمعيت  در  تكاملى  دودمان هاى  بين  ارتباط 
نوع بيمارى ايجاد شده

در اين مطالعه گروه هاى تكاملى مجزا در جمعيت هليكوباكترپيلورى ايرانى 
با استفاده از آناليز خوشه اى   قطعات از هر دو ژن بيمارى زا، مشخص گرديد. 
علاوه بر آن آزمون آمارى به منظور تشخيص ارتباط بين دودمان هاى تكاملى 
و تيپ بيمارى ايجاد شده نيز انجام شد (جدول 4).   اين آناليزها نشان داد كه 
 cagA+ به طور معنى دارى vacA سويه هاى با ژنوتيپ دودمان 2 از ژن
بوده[ 94/56٪ (52/55) در برابر 0p= ،(49/87) ٪56/32] و با ميزان بالاى 
بيمارى زخم گوارشى در افراد آلوده نيز مرتبط بودند [٪36/36 (20/55) 

دودمان 1  در  سويه ها  بيشتر   .[p = 0/003 ،(13/87) برابر ٪14/94  در 
از ژن cagA ، ژنوتيپ دودمان 2 از ژن vacA را نشان دادند [٪64/86 
(48/74) در برابر p = 0/003   ، (3/14) ٪21/43] و به طور معنى دارى 
با خطر بالاى بيمارى زخم گوارشى در افراد آلوده مرتبط بودند [٪28/38 
(21/74) در برابر صفر ٪ p=0 /022 ،(zero/14)] براين اساس، سويه هاى 
طور  به   cagA ژن  از   1 دودمان  و   vacA ژن  از   2 دودمان  ژنوتيپ  با 
معنى دارى با بيمارى شديد معده در افراد آلوده مرتبط بودند. سويه هاى 
با ژنوتيپ دودمان 2 از ژن cagA به طور معنى دارى با گاستريت مرتبط 
بودند [100٪ (14/14) در برابر p=  0، (32/74) ٪43/24]. به نظر مى رسد 
كه سويه هاى با ژنوتيپ دودمان 2 از ژن cagA، الگوهاى توالى منحصر به 
فردى در نواحى انتهاى آمينى و مركزى داشته و با شدت كمتر بيمارى 

مرتبط مى باشند.

تاثير جهش و نوتركيبى در بيمارى زايى هليكو باكترپيلورى
در اين مطالعه ميزان جهش و نوتركيبى براى نوكلئوتيدها در دودمان هاى 
متفاوت جمعيت هليكوباكترپيلورى ايرانى محاسبه شد (جدول 3). ميزان 
نوتركيبى در دودمان 1 از ژن cagA (0/634) تقريبا 3/42 مرت  به بيشتر 
از دودمان 2 (0/185) بود. نسبت ρ/Θ براى نوكلئوتيدها در دودمان هاى 
كه  داد  نشان  كه  بود  و 5/138  ترتيب 20/45  به   cagA ژن  از   2 و   1
تغييرات نوكلئوتيدها توسط نوتركيبى به ترتيب 20 و 5 مرتبه بيشتر از 
تغييرات نوكلئوتيد ها توسط جهش مى باشد. ميزان نوتركيبى در دودمان 2 
از ژن vacA (0/275)، تقريبا 1/67 مرتبه  بيشتر از دودمان 1 (0/164) 
بود. اين يافته ها ميزان قابل ملاحظه تغييرپذيرى ژنومى براساس نوتركيبى 
را در دودمان 2 از ژن vacA و دودمان 1 از ژن cagA نشان داد. اين 
دودمان ها با ميزان بالاتر بيمارى زخم گوارشى در افراد آلوده مرتبط بودند. 
در دودمان هاى ژن vacA ايرانى، ميزان پلى مورفيسم، تنوع نوكلئوتيدى، 
جهش و نوتركيبى به موازات هم تغيير يافته بودند. در مقابل، كاهش قابل 
ملاحظه در ميزان پلى مورفيسم از 107 (16/31٪) به 79 (12/04٪) در 
دودمان هاى cagA تقريبا با 3/5 مرتبه كاهش در ميزان نو تركيبى همراه 
بود در حالى كه مقدار π تقريبا 2/33 مرتبه افزايش يافته بود (16٪ در 
برابر 37٪). افزايش در تنوع نوكلئوتيدى π با افزايش 4 برابرى در تكامل 

نوكلئوتيدى ايجاد شده توسط جهش همراه شده بود.

شكل 2: آناليز فيلوژنتيكى 144 سويه هليكوباكترپيلورى ايرانى با استفاده از قطعات 
توالى داخلى ژن vacA. دو دودمان كاملا مجزا در شكل مشخص بوده و بيشتر از ٪90 

سويه ها در دودمان cagA+ ،2 مى باشند. دو سويه IRANL114 و IRANL121 كه در 
شكل با ستاره مشخص شده اند، در يك خوشه جدا قرار گرفته بودند.

جدول 4: تيپ بيمارى ايجاد شده توسط سويه هاى هليكوباكترپيلورى با ژنوتيپ دودمانى مختلف از ژن هاى vacA و cagA ايرانى

Lineage No. strains Cag A positive NUD-normal NUD-gastritis Peptic ulcer

vacA Lineage I 88 50 28 47 13
vacA LineageII 56 53 12 24 20
cagA Lineage I 74 - 21 32 21
cagA LineageIII 14 - 0 14 0
cagA negative 41 - 13 24 4
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بحث   
به  هليكوباكترپيلورى  ژنتيكى  خصوصيات  كه  اند  داده  نشان  بررسى ها 
متنوع  بسيار  انسانى  ميزبان هاى  قوميتى  و  جغرافيايى  وضعيت  لحاظ 
مى باشد.(11 و 20 و 26 و 27)، در مطالعه قبلى تعيين ويژگى سويه هاى 
و  شده  انجام  مركزى  ژن   7 آناليز  اساس  بر  ايرانى  هليكوباكترپيلورى 
شده  داده  نشان  ايران  درون  در  ملاحظه  قابل  جغرافيايى  قومى -  تفاوت 
ديگر  سويه هاى  با  مشابه  ايرانى  هليكوباكترپيلورى  سويه هاى  بود.(20)، 
 hpEurope جمعيت  داخل  در  و  بوده  غربى  اروپا-آسياى  از  شده  جدا 
مجزا، نيايى  جمعيت  دو  آميختگى  از   hpEurope بودند.  شده  واقع 

 AE2 (Ancestral Europe2) AE1 (Ancestral Europe1) و 
تشكيل شده كه نسبت هاى نيايى آن ها بر اساس مكان جغرافيايى متغير 
مى باشد، سويه هاى ايرانى توزيع نسبتاً يكسانى از دو نيا را نشا  ن دادند. به 
اين خاطر به نظر نمى رسد كه قبل از گسترش جمعيت ها در سراسر اروپا-

آسياى غربى، منبعى از ايران آمده باشد. در اين مطالعه گروه بندى كلونال 
هليكوباكترپيلورى در ايران با استفاده از آناليز توالى ژن هاى بيمارى زاى 
مهم هليكوباكترپيلورى cagA و vacA بررسى شد و ارتباط بين الگوهاى 
تنوع ژنومى و پى آمد بيمارى در قالب الگوهاى فيلوژنتيكى ارزيابى شد. 
آناليز فيلوژنتيك با استفاده از توالى هاى ژن cagA، چهار دودمان كاملا 
داد.  نشان  بودند،  گسترش  حال  در  سريعا  كه  خوشه هايى  زير  با  را  مجزا 
اين دودمان ها الگوهاى كاملا متفاوت از تنوع ژنومى را نشان داده و برخى 
از آن ها نوكلئوتيدهاى نوتركيب را شامل شدند. تعداد زياد الگوهاى تنوع 
اللى در ژن هاى بيمارى زا روند تكاملى قوى را نشان داد كه موجب ظهور 
دودمان هاى كلونال جديد از ژن cagA (دودمان هاى 2، 3 و 4) در ايران شده 
است. اين دودمان ها تنوع ژنتيكى و ساختار موزاييك گسترده اى را در بين 
سويه ها نشان داده و الگوهاى تنوع ژنومى به طور معنى دارى مرتبط با پى 
آمد بيمارى بود. پروتئين CagA از سويه هاى هليكوباكترپيلورى مختلف، 
بخش هاى  شامل  كه  كربوكسيلى  انتهاى  نواحى  در  را  اى  گسترده  تنوع 
فسفوريلاسيون تكرارى (موتيف هاى EPIYA) است، نشان مى دهد.(14 و 
28)، بررسى ها نشان داده كه تعداد و تركيب موتيف هاى مختلف، براساس 
مكان هاى جغرافيايى تغيير كرده و پى آمد بالينى بيمارى را تعيين مى كند.

(31-29)، براين اساس سويه هاى غربى با سويه هاى آسياى شرقى به طور 
كامل تفاوت دارند.(32 و 33)، به عنوان نمونه سويه هاى آسياى شرقى با 
نشان  ما  مطالعه  و 34)  مى باشند.(32  مرتبط  معده  سرطان  بالاى  ميزان 
داد كه نواحى انتهاى آمينى و مركزى ژن cagA نيز ممكن است به طور 
مشابه داراى نشان هاى افتراقى باشند. براين اساس تنوع گسترده ژنتيكى 
محدود به ناحيه انتهاى'3 نبوده، بلكه نواحى'5 و مركزى ژن cagA را نيز 
شامل مى شود. اگر چه ميزان بالاى نوتركيبى ممكن بود به شدت ساختار 
كلونال را در درون جمعيت هليكوباكترپيلورى تغيير دهد، اما در اين مطالعه 
براى نخستين بار الگوى خوشه بندى باكتريايى بسيار افتراقى در ايران كه 
كشورى با شيوع بالاى عفونت هليكوباكترپيلورى و منابع قومى- جغرافيايى 

مختلف است، نشان داده شد. ژن cagA احتمالا فشارهاى انتخابى قوى و 
در حال گسترش را تحمل كرده، كه اين فشارها موجب ظهور دودمان هاى 
با  فيلوژنتيك  آناليز  است.  شده  ايرانى  سويه هاى  درون  در  جديد  كلونال 
استفاده از توالى هاى ژن vacA دو دودمان مجزا را نشان داد. دودمان 2 
به طور معنى دارى سويه هاى +cagA را نشان داد. الگوهاى كاملا متفاوت 
از تنوع ژنومى بين دو دودمان نشان داد كه آناليز تنها بخش كوچكى از 
اين ژن مى تواند خوشه هاى كاملا متمايز را در يك كشور با شيوع بالاى 

هليكوباكترپيلورى مثل ايران مشخص كند.
جمعيت  در  تكاملى  دودمان هاى  مابين  ارتباط  مطالعه  اين  در 
هليكوباكترپيلورى ايرانى و نوع بيمارى ايجاد شده مورد پژوهش قرار گرفت. 
سويه هاى با ژنوتيپ دودمان 2 از ژن cagA به طور معنى دارى با بيمارى 
 ،vacA گاستريت در ارتباط بودند. اكثر سويه ها با ژنوتيپ دودمان 2 از ژن
+cagA  (90٪ <) بوده و مانند دودمان 1 از ژن cagA به طور معنى دارى 
با بيمارى زخم گوارشى مرتبط بودند. مطالعه هاى مختلف نشان مى دهد 
منابع  اساس  بر  معده  بيمارى هاى  با  آن  ارتباط  و   cagA ژن  وجود  كه 
قومى- جغرافيايى مختلف تغيير مى كند.(35 و 36)، فراوانى بالاى سويه هاى 
+cagA به طور معنى دارى با زخم معده و سرطان معده مرتبط بوده است.
(29 و 30 و 37)، مانند cagA، ژنوتيپ هاى vacA s1, i1 نيز با فراوانى 
بالا در سويه هاى هليكوباكترپيلورى جدا شده از بيماران مبتلا به زخم و 
مختلف  مطالعه هاى  است.( 29و  38و 39)،  شده  گزارش  معده  سرطان 
 (s1, i1 مانند) vacA و برخى تركيب هاى اللى cagA ارتباط مابين شيوع
را در سويه هاى هليكوباكترپيلورى جدا شده از بيماران مبتلا به زخم و يا 

سرطان معده نشان داده است.(40 و 41) 
 cagA+ در اين مطالعه مشخص شد كه بيشتر از 70٪ سويه هاى ايرانى
بالاى  فراوانى  مى كند.(42-44)،  تاييد  را  قبلى  يافته هاى  كه  مى باشند 
ژن cagA اگرچه قابل تصور است اما لزوما منجر به بيمارى هاى شديد 
معده مانند زخم و سرطان معده نمى شود. چنين يافته اى ممكن است به 
دليل تعداد زياد الگوهاى تنوع اللى در ژن cagA سويه هاى ايرانى باشد. 
سويه هاى با ژنوتيپ دودمان 2 از ژن cagA و ژنوتيپ دودمان 1 از ژن 
vacA كه با بيمارى هاى خفيف معده مرتبط مى باشند، داراى نسبت بالاى 
Ka/Ks بوده كه نشان مى دهد انتخاب منفى (حذف انتخابى الل هاى مضر) 
در اين دودمان ها به سهولت انجام شده است. در دودمان هاى vacA ميزان 
پلى مورفيسم، نوتركيبى، جهش و تنوع نوكلئوتيدى به صورت همسو تغيير 
مورفيسم  پلى  و  نوتركيبى  ميزان   cagA ژن  از   2 دودمان  در  مى كنند. 
نوكلئوتيدى،  تنوع  ميزان  كه  حالى  در  بود  كرده  پيدا  كاهش  شدت  به 
قابل  نقش  نتايج  اين  بود.  يافته  افزايش  جهش  ميزان  و   Ka/Ks نسبت 
ملاحظه تغييرات نوكلئوتيدى بر پايه جهش را در تكامل دودمان 2 از ژن 
كه  زمانى  اساس،  اين  بر  مى دهد.  نشان  دودمان 1  با  مقايسه  در   cagA
بيمارى  مى دهد،  جهت  تغيير  جهش  به  نوتركيبى  از  نوكلئوتيدى  تكامل 
زايى باكتريايى ممكن است كاهش پيدا كند در حالى كه احتمالا حيات 
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باكتريايى حفظ مى شود. به هر حال اين فرضيه بايد با طراحى آزمايش هاى 
بعدى مورد بررسى بيشتر قرار گرفته و اثبات شود.

نتيجه گيرى   
جدا  سويه هاى  زاى  بيمارى  ژن هاى  در  اللى  تنوع  الگوهاى  بالاى  تعداد 
شده از منابع قومى - جغرافيايى در ايران روند تكاملى قوى را نشان داد 
شده  ايران  در   cagA ژن از  جديد  كلونال  دودمان هاى  ظهور  موجب  كه 
زخم  بيمارى  با   vacA و  cagA ژن هاى از  مشخصى  دودمان هاى  است. 
 (~ 3/5 kb) cagA گوارشى مرتبط بودند. از اين رو تعيين توالى كامل ژن

در سويه هاى مربوط به دودمان هاى كلونال جديد در ايران منجر به روشن 
شدن روند تكاملى و تحليل علت تنوع ژنتيكى و ساختار موزاييك گسترده 
بين سويه ها در اين دودمان هاى ظهور يافته جديد خواهد شد. علاوه بر 
اين، ارزيابى فعاليت بيولوژيك پروتئين CagA اين دودمان ها در شرايط 
in vitro و invivo مى تواند به روشن شدن نقش درون سلولى و تفاوت 
اثركرد هاى زيستى آن ها در مقايسه با پروتئين هاى CagA غربى (اروپا-

شرقى)  (آسياى  شرقى  و  ايران)  در   cagA ژن  دودمان 1  غربى،  آسياى 
كمك كند. 
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Background:
There is a relationship between specific genotypes of  Helicobacter pylori cagA and vacA genes and the increased risk 
of peptic ulcer diseases and gastric cancer. These genes also possess strong patterns of geographical differentiation. The 
present study aims to determine the patterns of variation of the virulence genes in Iran and their association with clinical 
status. 
Materials and Methods:
Sequence fragments for cagA and vacA were obtained from a total of 147 H. pylori isolates from diverse geographical and 
ethnic sources within Iran. We used phylogenetic methods to determine the patterns of allelic diversity, and the relationship 
between evolutionary lineages and clinical status.
Results:
Phylogenetic analyses of Iranian cagA gene disclosed four lineages, whereas the vacA gene had two distinct lineages. The 
cagA lineage II showed extensive genetic diversity compared with lineage I. cagA lineages III and IV disclosed mixed 
ancestries with recombinant nucleotides that originated from lineages I and II. Iranian strains with vacA lineage II genotype 
were significantly cagA+ (> 90%,  p = 0.0) and correlated with a higher rate of peptic ulcers in infected individuals (p = 
0.003). Most strains in the cagA lineage I showed a vacA lineage II genotype (p = 0.003) and significantly correlated with 
an increased risk of peptic ulcers in infected individuals (p = 0.022). Strains with cagA lineage III genotype significantly 
correlated with gastritis (p = 0.0). 
Conclusion:
The increased level of allelic diversity in the virulence genes shows strong evolutionary dynamics, resulting in the 
emergence of new clonal genealogies of the cagA gene within Iran. Particular lineages of the Iranian cagA and vacA genes 
correlate with peptic ulcer diseases. 
Keywords: H. pylori, Genetic diversity, Clinical status, vacA, cagA, Iran
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