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چكيده
بيانياژنوتيپدراختلافبااستممكنپيلوريهليكوباكترعفونتپيامدتنوعدلايلپايهبر.استگوارشيگوناگون هايبيمارياصليعاملپيلوريهليكوباكتر:مقدمه

. باشندمرتبط cagAو vacAبيمارانازشدهجداپيلوريهليكوباكترهايسويهميزبان درومحيطيعواملهمچنينوباكتريبهوابستهزاييبيماريعوامل

.مشكلات گوارشي فوقاني بوددچارهاي هليكوباكتر پيلوري جدا شده از بيمـاران درسويهcagAفراواني ژن بررسي :هدف

 cagAژنفراوانيكننده به درمانگاه گوارش مركزتحقيقات گوارش وكبد استان گيلان انجام شد كهمراجعهبيمار127برتوصيفي–اين مطالعه مقطعي:هامواد و روش

.بودكايمجذوراستفادهموردآماريآزمون. شدبررسي(PCR)ازپليمرايزنجيرهواكنشازاستفادهباهليكوباكترپيلوري جداشده مورد 50در

، گاستريت آنترال خفيفهاي مرتبط با بيماران در سويهcagAفراواني ژن PCRپس از . روش كشت جداشدبه باكتري مورد50در شده هاي بررسي از نمونه:نتايج

گاستريت هاي جدا شده از بيماران داري در همـراهي اين ژن با سويهتفاوت معنيوبود%100و %100، % 3/64، %7/85و زخم معده به ترتيب دئودنوم زخم گاستريت اروزيو،
. دار نبودمعنيزخم معده ودئودنوم زخم ،گاستريت آنترال خفيفهاي جدا شده از بيماران اما اين تفاوت در مورد سويه) >05/0P(وجود داشت اروزيو

.استر بيشتزخم دئودنومزخم معده ودچاربيماراندرcagAژنباپيلوريهليكوباكتر:گيرينتيجه

پيلوريهليكوباكتر/زخم پپتيك/هاآنتي بادي:هاكليد واژه

24-30:صفحات،93شمارهچهارموبيستدورهگيلان،پزشكيعلومدانشگاهمجلهــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

مقدمه
ومعـده زخـم گاسـتريت، ياصـل عامـل پيلـوري هليكوباكتر

).2و1(اسـت لنفوييـدي بافـت لنفـوم ومعدهسرطاندوازدهه،

بـاكتري ايـن بـا شـده آلـوده افـراد تمـام بـين بافتيگاستريت

بـاليني پيامـد  بيمـاران ازكمـي عـده درتنهاامااستهمگاني

مكانيسـم . شـود مـي ايجـاد معـده سرطانيازخممانندبارزي

نشـده تشـخيص داده كامـل طورهببيماريمتفاوتهايحالت

،قرار گرفتـه ن ااز عواملي كه بيشتر مورد توجه محققو)5-3(

عواملممكن است گرچه . استبودهبيماريزايي باكتري عوامل

هـا،  فـلاژل، آدهيسـين  ،ازشـامل اوره پيلـوري هليكوباكترانبوه

ــل  ــين واكوئ ـــه سيتوتوكس ــره پاتوژنيسيتـ در  cagزا و جزي

ترين رسد اصليظر ميباشند ولي به ندخالت داشتهبيماريزايي 

cagهاي متعلـق بـه جزيـره پاتوژنيسـيته     بيماريزايي، ژنعامل

يكي از عملكردهاي مهم عناصـر كـد شـونده    ). 6-8(باشنــد 

برانگيختگـي ، فعـال كـردن و   cagتوسط جزيـره پاتوژنيسـيته   

توان به فعال شـدن  كه از آن جمله مياستهاي ايمني واكنش

ــل ــي عوام ــدرونويس B κمانن NF )Bκ :NF ـــور فـاكت

فعـال  TCRهاي بـرداري است كه در پاسخ به سيگنالنسخـه

).ها ضروري استشود و براي سنتز سايتوكاينمي

بــرداري اســت كــه در يــك فــاكتور نســخه: AP-1 )AP-1و

هـاي  شود، ولي در لنفوسيتها يافت ميبسياري از انواع سلول

Tهــاي ارســالي از   وسـيله سـيگنال  طور اختصــاصي بـه  ، به

فعـال شـدن ايـن    . دكـر اشـاره  ).گـردد فعال ميTCRطـريق 

هـاي  هاي متعـددي شــامل ژن  رونويسي باعث بيان ژنعوامل

كننده هاي فعالها و نيز ژنهاي كدكننده كموكاينزا، ژنسرطان

عــلاوه بــر ).9-13(شــودآپوپتــوزيس مــيهــاي آنتــيچرخــه

هـاي  ثابـت شـده كـه برخـي ژن    تازگيبه، نامبردههايفعاليت
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هـاي  سيسـتم هاي مربـوط بـه  پروتئينcagجزيره پاتوژنيسيته 

هـــاي مــربوط   يكـي از ژن ). 14-18(كنند ترشحي را كد مي

cagAژن cagبـه جـــــزيره پاتوژنيسيتـــه     (Cytotoxin 

associated gene A)پاتوژنيسيتيانتهاي جزايركه دراست

(Pathogenisity Island)ناحيـه درI  40قطعـهbp وجـود

ميـزان درصـد وبـوده cagAژنگيـري قـرار محـل كـه دارد

كه تفـاوتي بـا نـواحي    استدرصد 35آنگوانوزين-سيتوزين

برخـي بهافقيانتقالطيcagA.دارد)درصد39(ديگر ژنوم 

cagA).20و19(اسـت شدهمنتقلپيلوريهليكوباكترهاي سويه

رانامهمينبهكيلودالتوني 145-128نام ژني است كه پروتئين 

بـاكتري هـاي سويهدرصد70-50درژناين. كندميدهيرمز

سـلول سـيتوزول بـه ورودپـس از Cagنپروتئي. وجود دارد

وعملكـرد تغييـر وگشـته فعـال شـدن، فسـفريله وميزبـان 

ــوژي ــاديمورفول ــلولرازي ــاندرون س ــثميزب باع

مـاركر  عنوانبههليكوباكترپيلوريcagAژن). 21و17(شودمي

دراوليـه تحقيـق .استمعدهسرطانومعدهزخمبروزخطر

وجـود هـا، ارتبـاط  ايزولـه وH.pyloriي هـا نهگوتنوع مورد

cagA متعــددتغييــرايجــادتـوان وبيمـاريزايي افـزايش بـا

را ثابـت انسـان معـدي هايسلولدربيوشيميومورفولوژي

هاي در سويهcagAهدف اين مطالعه بررسي ژن ).22(كندمي

ـــوري ــاران هليكــوباكترپيلـــ ــاردر بيم ــاراحتيدچ ــاي ن ه

،كننده به مركز تحقيقات گوارش وكبد گـيلان گوارشي مراجعه

.بودبيمارستان رازي

هاروشمواد و
127برتوصيفي-مقطعيصورتبهمطالعهاين:نمونهتهيه 

تحقيقات گوارش مركزدرمانگاه گوارشكننده بهمراجعهبيمار

نوعپس از تكميل پرسشنامه،. استان گيلان انجام شدكبدو

همه. شددادهتشخيصگوارشمتخصصتوسطبيماري

بيوپسيينمونهازاستفادهبرمبنياينامهرضايتبيماران

بهكمدستبيمارانمطالعهايندر. كردندامضاراخوديمعده

درمانگونههيچاز شروع بررسي پيشهفته2مدت

پمپمهاركنندهدارويياپيلوريهليكوباكترعليهبيوتيكيآنتي

مورددرآندوسكوپىهاىيافته.بودندنكردهمصرفپروتوني

به چهارگروه شامل بيمارانسپسوشدهثبتبيمارهر

زخم واروزيو، زخم معده، گاستريت ترال خفيفنگاستريت آ

.تقسيم شدنددوازدهه

نمونهدوبيمارهراز:شناسايي آنجداسازي باكتري و

يكيبرايوگرفتهآندوسكوپيتوسطآنترومناحيهازبيوپسي

محصولآزاورهتستكيت(سريعآزاورهتستهانمونهاز

كهافراديازدومنمونه. شدانجاممحلدر)بهارافشانشركت

ترانسپورت محيطداخلدر بودمثبتآنهاسريعآزاورهتست

كه انتخابيآگاربروسلاكشتمحيطبروآزمايشگاه منتقلبه

كشت، بودشدهدفيبرينه غنيگوسفندخوندرصد5- 7با

درصدCo25حاوى هوازىكمشرايطدرهابشقاب. شدداده

37روز در دماي 10تا4به مدت درصد98رطوبت بالاي و

هويتتعيين. شدندنگهداريگرمخانهرادگيسانتدرجه

درمارپيچيشكلگرم،آميزىرنگپايهبرباكترياييهاىكلنى

وكاتالازآز،اورههاىن تستشدمثبتميكروسكوپ،زير

بافرمحلولبههاكشت خالص باكتري.اكسيداز انجام شد

-20در DNAاستخراج هنگامتافسفات نمكي منتقل و

.نگهداري شدگراددرجه سانتي

روش DNAاستخراج :DNAجداسازياستخراج و

ها سانتريفوژابتدا نمونه).3(شدكلروفرم انجام استاندارد فنل و

STESبافرميكروليتر50سپس مايع رويي خارج وند وشد

(SDS-Tris-EDTA-NaCl)ميكروليتر بافر20و)(Tris-

EDTATE 6/7باPH=مساوي هاي سپس حجم.اضافه شد

ميكروليتر60به ميزان 1به 1نسبت هاز فنل و كلروفرم ب

دقيقه 5دقيقه ورتكس و1و به مدت اضافه

3تشكيل وپس از سانتريفوژ.شد) 13000RPM(سانتريفوژ

مولار با 3حجم نمونه استات سديم 10/1به مايع رويي ز،فا

2/5PH=پس.برابرحجم نمونه اتانول مطلق اضافه شد5/2و

دقيقه 10درجه و - 20دقيقه در دماي 30شتاز گذ

اتانول باDNAرسوب سرانجام) 13000RPM(سانتريفوژ

دقيقه سانتريفوژ5پس از .دششستشو درصد70

)13000RPM(،DNA ميكروليتر50هاي استخراج شده در

كميت و.در يخچال نگهداري شدند) =TE)3/8PHبافر

هاي اسپكتروفتومتري وترتيب با روشبههاDNAكيفيت 

.دشتاييدالكتروفورز

مقاديرميكروليتر با25در حجم PCRواكنش :PCRانجام 
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MgCl2،5/0ميكروليترPCR 1X،5/1از بافرميكروليتر5/2

از هر ميكروليتر5/0،)شركت سيناژن(dNTPميكروليتر

 Taq DNAآنزيمميكروليتر2/0، )1جدول(پرايمر

polymeras ) از ميكروليتر1و)سيناژنشركتDNA

.انجام شدپيلوريهليكوباكترهاي استخراج شده از سويه

DNAدستگاه ترموسيكلردر)Bio-RAD(تكثير. تكثير شد

دقيقه واسرشتگي اوليه در دماي 5:انجام شدبه صورت زير

94دقيقه در 1سيكل هركدام شامل 33گراد،درجه سانتي94

دقيقه در1گراد،درجه سانتي58دقيقه در1گراد،درجه سانتي

دقيقه 10مدتگسترش نهايي بهبسط ووگراددرجه سانتي72

پيلوريهليكوباكتريهاز سو.درجه انجام شد72در دماي 

ATCC43504از آب مقطرعنوان كنترل مثبت وهنيز ب

روي ژل PCRهايفرآورده.دشعنوان كنترل منفي استفاده به

يك ساعت و الكتروفورزمدت.برده شدنددرصد 5/1آگارز

size marker،همچنين.ولت بود135ولتاژ مورد استفاده 

اتيديوم باآميزي پس از رنگ. بود) 100bp(جفت بازي 100

اندازه باندهاعكسبرداري واز باندهاي تشكيل شده،برومايد

.دشبا شاخص وزن مولكولي تعيين 

cagAژنآناليزبراياستفادهموردپرايمر.1جدول
Gens Primer Name Primer Sequence Amplicon Size(bp)

CagA D008
R008

ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA
TTAGAATAATCAACAAACATCACGCCAT 298bp

. كاي استفاده شدمجذوروآزمون آماري SPSS 16افزاربراي تجزيه وتحليل اطلاعات از نرم

نتايج
مورد50،مثبتآزاورهسريعتستبابيمارنمونه127از

مشاهدهرشد اختصاصيكشتمحيطبرپيلوريهليكوباكتر

هسال48ميانگين سني )زن24ومرد26(تعداداين كه گرديد

به علاوه در ارتباط با نوع بيماري و.داشتند)هسال20- 81(

نشان داد كه در نتايج شده هاي بررسي ژنارتباط آن با

گاستريت دچار)درصد42(بيمار21جمعيت مورد مطالعه،

8اروزيو،گاستريت)درصد28(بيمار14خفيف،آنترال

زخم معده )درصد14(بيمار7وزخم دوازده) درصد16(بيمار

.بودند

هاي بيمارهمشكلات گوارشي، برحسب گرودچاربيماران شده ازجداH. pyloriدرcagAفراواني ژن . 2جدول

هاي بيمارگروه
)      تعداد(ژن

زخم دئودنوم
(%)n

زخم معده
(%)n

گاستريت اروزيو
(%)n

گاستريت آنترال 
(%)nخفيف 

جمع

cagA+8)100(7)100(9)3/64(18)7/85(42)84(

cagA-0)0(0)0(5)7/35()3/14(38)16(

cagAجفت بازي ژن٢٩٨مـربوط به قطعـه PCRتصـوير ژل الكتروفورز محصول �1شكـل

نمونه كنترل 1جفت بازي و رديف 100ماركر مولكولي M، رديف بيمارانهاينمونه2-7هاي مربوط به كنترل منفي، رديف8هاي رديف: از چپ به راست

ATCC43504وط به سويهمثبت مرب

cagA

298 bp

M 87654321
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در پيلوريهليكوباكتري هاي شناسايي شدهاز مجموع سويه

بيشترين . وجود داشتcagAژن ) درصد84(نمونه42

100(در گروه زخم معده و زخم دئودنومcagAفراواني ژن 

)2جدول(بود)درصد

گيريو نتيجهبحث
در )H.pylori(هليكوباكترپيلورينشدنيامروزه نقش انكار. 1

گاستريت، زخم معده وبويژههاي معده،ايجاد و عود بيماري

اين سرطان معده به اثبات رسيده است وودئودنومزخم 

باكتري از سوي سازمان بهداشت جهاني عنوان كارسينوژن 

را به خود اختصاص داده است، زيرا )1تيپ (حقيقي 

آدنوكارسينوماي معده، با ايجاد H.pyloriمشخص شد كه 

سندرم دومين سرطان كشنده شايع در سراسر جهان، و

MALT (Mucosal Associated Lymphoid Tissue)
).23(مرتبط است

وپرداختهcagAبيماريزايي شاخصبررسي ژنبهمطالعهاين

معرضدربيمارانغربالگريبرايراژناينرديابيارزش

درcagAژنحضورصورتدر.ده استكرتعيينبالاخطر

تكثيربازجفت298طولبهژنيقطعهحاصلPCRمحصول

درصد84كهدادنشانمذكورژنحضوربررسي.شودمي

مثبتcagAژنحاويسويهگوارشي،هايبيماريدچارافراد

هـاي كه اين ميــزان با فراواني اين ژن در سويهرا دارند

جدا شـده از كشورهــاي مختلف پيلوريهليكــوباكتر

هاي سويهدرcagAژنفراوانيسنجش. )24(استمتفـاوت 

كهدهدمينشانغربيكشورهايوايرانيهليكوباكترپيلوري

كشورهايو مشابهبيشترغربيكشورهايازژناينفراواني

) درصد95(ژاپنو)درصد97(كرهمانندشرقيجنوبآسياي

) درصد94(بالانيزبرزيلدرcagAژنفراواني). 26و25(است

كشورهايدرcagAژنفراوانيتنوع). 27(استهشدگزارش

موردبيمارانجمعيتدرتفاوتدليلبهاستمختلف، ممكن

.باشدبودهبررسيموردهايسويهژنتيكيتنوعومطالعه

Raymond تنها اند كه آمـريكا گزارش كـردهازو همكاران

cagAحامل ژن هليكوباكتــرپيلوريهاي درصـد سويه66

در برزيل2005در مطالعه ديگري در سال . )16(هستند

در cagAميزان فراواني ژن ،و همكارانLucianoتوســـط 

48جدا شده از بيماران برزيلي هليكوباكتـرپيلوريهاي سويه

و Janchang،همچنين.)22(استدرصد گزارش شده

در سويه هاي cagAاند كه فراواني ژن همكاران نشان داده

آنها ). 12(استدرصد 9/93در چين هليكوباكترپيلوري

هاي در سويهcagAهمچنين نشـــان داده اند كه شيــوع 

100هاي پپتيك و سرطان معده زخمدچارمرتبط با بيماران 

، Non Ulcer Dispepsia)(NUDدچاردرصد و در افراد 

ميزانوهمكارانمولاييمطالعهدر.)28(استدرصد 94

مطالعه). 29(گزارش شد، درصدcagA79/6ژن فراواني

تهراندرهمكارانودورقيوشهركرددرهمكارانودوستي

درصد 2/84و5/83ترتيببهراcagAژنفراوانيميزان

Aydinدرمطالعه ديگري توسط ).31و30(ده استكرگزارش 

هاي در سويهcagAو همكاران در تركيه، ميزان فراواني ژن 

درصد و 3/72هاي پپتيك جدا شده از بيماران مبتلا به زخم

در .)6(استشدهدرصد گزارش NUD47در بيماران مبتلا به

دچارهاي جدا شده از بيماران سويهدرصد7/85مطالعه ما 

NUD،100زخم دچارشده از بيماران هاي جدادرصد سويه

زخم دچارهاي جداشده از بيماران سويهدرصد100معده،

دچارشده از بيماران هاي جدادرصد سويه3/64واثني عشر

در مطالعه ديگري ..بودندcagAحاوي ژنگاستريت اروزيو

cagA، ميزان شيوع و همكاران در برزيلCarlossتوسط 

مبتلا به زخم هاي مرتبط با بيماران در سويهگزارش شده 

درصد NUD5/70دچاردرصد و در بيماران 5/90عشر اثني

.)32(بود

بدست آمده در اين cagAهاي فراواني ژن عليرغم شباهت

مطالعه با مطالعات گزارش شده از بعضي از كشورهاي غربي 

Chenو در بعضي موارد كشورهاي شرقي از جمله مطالعه 

cagAتوان استنباط نمود كه وجود و يا عدم وجود ژن مي

عنوان ماركري در جهت آناليز شدت بيماري درهتواند بمي

ديگر شناخته شده مانند عواملنظر گرفته شود اما نبايد نقش 

.محيطي در بيماريزايي اين باكتري را ناديده گرفتعوامل

باپيلوريهليكوباكتركهاستشدهدادهنشانمطالعه حاضردر

زخم دئودنوم زخم معده ودچاربيمارانبيندرcagAژن

درتحقيقات بيشتررسدمينهايت به نظردرو.بيشتر بود

منطقه جغرافيايي وچندبررسي فراواني اين زنوتيپ درمورد

هاي بيشتر قابلهاي مختلف داخل كشور با تعداد نمونهقوميت
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Abstract
Introduction: Helicobacter pylori is the main reason of different gastrointestinal diseases. Studies have shown that the 
diversity of infection outcomes resulted from H. pylori may be associated with differences in genotypes or bacterial 
pathogenesis factors expression and also environmental and host factors in isolated H. pylori strains in patients with 
CagA and VacA.

Objective: The purpose of this study is to determine the frequency of cagA gene in helicobacter pylori levels separated 
from patients suffering from lower gastrointestinal disorders.

Materials and Methods: This study is a cross- sectional descriptive one, carried out on 127 patients referred to 
gasterointestinal clinic of Guilan Province, Gastrointestinal and Liver Research Center, in which the frequency of cagA 
gene in 50 separated helicobacter pylori cases was investigated using polymeras chain reaction (PCR). The used 
statistical test was Chai Square.

Results: Among the studied samples, in 50 cases bacteria were isolated by culture method. After performing PCR, the 
frequencies of cagA gene in strains from patients with mild antral gastritis, erosive gastritis, duodenal ulcer, gastric 
ulcer were equivalent to 85.7% 64.3%, 100% and 100%, respectively. There were significant differences in the 
association of this gene with isolated strains from patients with erosive gastritis (p<0.05), but the difference was not 
significant for the isolated strains from patients with mild antral gastritis, duodenal ulcer, and gastric ulcer.

Conclusions: This study has shown that H. pylori cagA gene level was higher among patients with gastric ulcer and 
duodenal ulcers.
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