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  چکیده

هاي اپـی تلیـال    اتصال هلیکوباکتر پیلوري به سلول یکی از مهمترین عواملادهسین متصل شونده به اسید سیالیک   :زمینه و هدف
 ژنابی فراوانـی  هدف از این مطالعـه ارزی ـ . میزان فراوانی این ژن در مناطق جغرافیایی مختلف، متفاوت است. ی آیدبه شمار م معده

جـدا شـده از بیمـاري هـاي گوارشـی مختلـف       هلیکوباکتر پیلـوري  ایزوله هاي در  کد کننده ادهسین متصل شونده به اسید سیالیک
  .باشد می

از . بیماران دچار اختلالات گوارشی وارد مطالعه شـدند  120تعداد و  تحلیلی می باشد -یاین مطالعه از نوع توصیف  :روش بررسی
. گرفتـه شـد  ) DNAیک نمونه به منظور انجام تسـت اوره از سـریع و یـک نمونـه بـه منظـور اسـتخراج        ( هر بیمار دو نمونه بیوپسی 

سـپس در   .مورد بررسی قرار گرفت ureAن ژ PCRسریع و  آلودگی هلیکوباکتر پیلوري در نمونه ها با استفاده از آزمون اوره از 
بـا اسـتفاده از پرایمرهـاي     کد کننده ادهسین متصل شونده به اسید سیالیکنمونه هاي داراي آلودگی هلیکوباکتر پیلوري حضور ژن 

  .اختصاصی ژن بررسی شد
) %78(نمونـه   64 ،نمونـه  82از بین این  .گردید تاًیید نمونه 82آلودگی هلیکوباکتر پیلوري در نمونه مورد بررسی،  120از  :یافته ها

ترتیـب  ن در نمونه هـاي مختلـف کلینکـی بـه     فراوانی این ژ .بودندمثبت  کد کننده ادهسین متصل شونده به  اسید سیالیکژن  از نظر
در نمونه هاي مربوط به زخم % 8/77در نمونه هاي مربوط به زخم معده، % 7/86در نمونه هاي مربوط به سرطان معده، % 6/84با  برابر

  .بود در نمونه هاي مربوط به گاستریت% 2/72دئودنال و 
از فراوانـی یکسـانی    تقریبـاً  ،متفـاوت کلینیکـی   در نمونـه هـاي   اسید سیالیکبه کد کننده ادهسین متصل شونده ژن  : نتیجه گیري
د ناشـی از تفـاوت در تنـوع جغرافیـایی یـا اسـتفاده از       علـت تفـاوت فراوانـی ایـن ژن در مطالعـات مختلـف مـی توان ـ       . برخوردار بود

  .پرایمرهاي مختلف جهت ردیابی این ژن باشد
  .هلیکوباکتر پیلوري، ادهسین متصل شونده به اسید سیالیک، بیماري هاي گوارشی: واژگان کلیدي

   5/7/91:پذیرش  26/6/91:اصلاحیه نهایی  17/1/91:وصول مقاله 
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  مقدمه
 و رشـــد کنـــد منفـــی، گـــرم بـــاکتري رپیلوري،هلیکوبـــاکت

   از نوعیـمت فـطی ایجاد به جرـمن ت کهـاس لـئروفیآکروـمی
 سـرطان  و لنفومـا  معده، زخم تا ساده گاستریت  از ها بیماري
ــده ــود مـــی معـ ــزان. شـ ــط   میـ ــده توسـ ــاد شـ عفونـــت ایجـ

 50هلیکوباکترپیلوري در جهان بـه طـور میـانگین در حـدود     
میـزان شـیوع عفونـت بـا ایـن       ن حـال بـا ای ـ  .می باشـد  درصد

 80تـا   60آسـیایی بـالاتر و در حـدود    اي هتري در کشوراکب
در ایـــران نیـــز عفونـــت ناشـــی از      .درصـــد مـــی باشـــد  

   .)1-4( هلیکوباکترپیلوري از آمار بالایی برخوردار است
 بـه  مربـوط  فاکتورهـاي  که است داده نشان متعددي مطالعات
 و کلینیکــی  عواقــب  نتعیــی  در دو هــر  بــاکتري،  و میزبــان

 میـان  در. دارنـد  نقـش  باکتري توسط شده ایجاد پاتولوژیکی
 شـروع  علـت  بـه   اتصـالی  فاکتورهاي باکتریایی، فاکتورهاي

 نقـش  میزبـان  التهـابی  هـاي  پاسـخ  اندازي راه و کلونیزاسیون
ــاتی ــد حیـــ ــدود  .)5و6( دارنـــ ــین در  120در حـــ ادهســـ
اینکـه کـدام    در مـورد   .شناخته شـده انـد   پیلوريرهلیکوباکت

 هلیکوبـاکتر پیلـوري  ادهسین نقش مهم تري در بیماري زایی 
امـا بـا توجـه بـه طیـف محـدود       . دارد اتفاق نظر وجود نـدارد 

نها بـراي  آانگر اهمیت یب ها احتمالاً تعداد زیاد ادهسین ،میزبان
  .)7( باکتري است

یکـی از   SabA)( ادهسین متصـل شـونده بـه اسـید سـیالیک     
ه در شــروع پیلوري اســت کــلیکوبــاکترهــاي مهــم ه ینادهــز

 .ي در مخاط معـده نقـش حیـاتی دارد   کلونیزاسیون این باکتر
-sialyl هـاي اپـی تلیـال    گیرنده این ادهـزین بـر روي سـلول   

Lewis x/a antigens ) sLex and sLea(  باشـد  مـی 
)8(.  

 sabAمطالعات اخیر در جوامع اروپایی نشان داده است کـه  
توژنیسـیته هلیکوبـاکتر پیلـوري در    ممکن است بـا افـزایش پا  

با این وجود مطالعات قبلی . تلیوم معده ارتباط داشته باشد اپی
مشخص کرده است که نوع ایـن ارتبـاط در جوامـع مختلـف     

لـودگی توسـط   به آمار بالاي آ توجهبا  )9و10( متفاوت است
این باکتري محققین کشورهاي مختلـف جهـان تـلاش بـراي     

یلوري کتورهاي ویرولانس هلیکوباکترپفا شناسایی دقیق تمام
هـاي بـا    سـویه شناسایی و مهار آلودگی و یافتن راهکار دقیق 

بـا توجـه بـه    . خطر بالا را در دستور کـار خـود قـرار داده انـد    
ــا  ــه اطلاعـ ــیوع ژن   تیاینکـ ــزان شـ ــورد میـ در  sabAدر مـ

هاي هلیکوباکتر پیلوري جدا شده از بیمـاران گوارشـی    سویه
یم کـه فراوانـی   لذا بر آن شد .می باشدنرس در ایران در دست

با  و ارتباط آن راهاي هلیکوباکتر پیلوري  این ژن را در سویه
به منظور غربـالگري بیمـاران در    بیماري هاي گاسترودئودنال

  .بررسی کنیم معرض خطر بالا
  

  ها مواد و روش
  .تحلیلی می باشد -این مطالعه از نوع توصیفی

 بیمـار بـا اخـتلال گوارشـی     120د تعـدا  جمعیت مورد مطالعه
ندوسـکوپی بیمارسـتان فیروزگــر   آمراجعـه کننـده بـه بخــش    

نی که در طی سه مـاه قبـل از   بیمارا. بود 1390در سال تهران 
از  ،گیري درمـان آنتـی بیـوتیکی دریافـت کـرده بودنـد       نمونه

لازم بـه ذکـر اسـت کـه قبـل از انجـام        .مطالعه حـذف شـدند  
ایت نامه کتبی جهت اخـذ نمونـه   ندوسکوپی از بیماران رضآ

  .گرفته شد
. مت آنتروم معده جدا شـد از هر بیمار دو نمونه بیوپسی از قس

بلافاصله بعد از نمونه گیري یکـی از نمونـه هـا جهـت انجـام      
+  درصد10آزمون اوره از سریع در میکروتیوپ حاوي اوره 

ه مـورد نظـر بلافاصـله    در صورتی که نمون. فنل قرار داده شد
بعد ازآن باعث ساعت  24گیري در محیط اوره تا از قراربعد 

بـه   ،می شد) از رنگ زرد به ارغوانی(یط اوره تغییر رنگ مح
یکـی دیگـر از   . مثبت تلقـی مـی گردیـد    از اوره نمونه عنوان

در میکروتیــوپ حــاوي  DNAجهــت اســتخراج  نمونــه هــا
ــه نرمــال ســالین اســتریل قــرار داده شــد کــه بعــد از انتقــال    ب
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گـراد   نتیادرجه س ـ -20در دماي شگاه تا زمان استفاده آزمای
  .ذخیره گردید

ــتخراج  ــام   DNA اس ــی انج ــه بیوپس ــتقیماً از روي نمون مس
 & DNeasy Bloodکیـت   از ،براي این منظـور  .گرفت

Tissue Kit )Qiagen, Germany( اســـتفاده شـــد .
DNA    درجـه   -20استخراج شده تا زمان اسـتفاده در دمـاي

 سـریع  نمونه هایی که آزمـون اوره از . یره شدنتی گراد ذخاس
ن حفاظت شـده  ژمثبت داشتند و داراي باند اختصاصی براي 

ureA     بودند به عنوان نمونـه هـاي داراي هلیکوبـاکترپیلوري
  .در نظر گرفته شدند

PCR  جهت شناسایی ژن   ureAو sabA :    ابتـدا جهـت
ــد ــوري   تأیی ــاکتر پیل ــی از ژ حضــور هلیکوب ــر بخش ن از تکثی

 نمونـه هـاي داراي ژن   .استفاده شد ureAژن محافظت شده 
ureA را تکثیر مـی کننـد  جفت باز  411 محصولی با اندازه .

از یـک جفـت    sabAدر مرحله بعد جهت تعیین حضور ژن 
جفت باز بود  1330ا اندازه پرایمر که قادر به تکثیر قطعه اي ب

بـه   sabAو  ureAتوالی پرایمرها بـراي ژن  .استفاده گردید
  :ترتیب عبارتند از

  )ureA )11ژن 
ureAF 5'-CCCAATGGTAAATTAGTT-3' 
ureAR 5'-CTCCTTAATTGTTTTTAC-3' 

  sabAژن 
3' -CGCTAGTGTCCAGGGTAAC-5' FsabA  
3'-CGCGCTGTAAGGGTTATTA-R 5'sabA  
 

 20میکرولیتـري شـامل    50حجـم  یـک   PCRجهت انجـام  
 HotStarTaqمیکرولیتـر   25 میکرولیتر آب مقطر استریل،

Master Mix Kit ،4  میکرولیتـــــــــــر
 400ng) (Forwardand Reverse primer)(پرایمـر 

  . استخراج شده استفاده گردید DNAمیکرولیتر  1و 
: عبارت بود از sabAو   ureAبراي ژن  برنامه مورد استفاده

 35دقیقـه،   5مدت درجه اولیه به  95یک دماي دناتوراسیون 

درجه  45دقیقه،  1درجه براي  95 سیکل: سیکل دمایی شامل
دقیقــه و در نهایـت یــک   1درجــه بـراي   72دقیقـه و   1بـراي  
  .دقیقه 10درجه براي 72دماي 

ــولات  ــالیز محصـ ــورز در ژل  PCRآنـ ــد  1 الکتروفـ درصـ
 .انجـام گرفـت  میزي شده با اتیدیوم برومایـد  آآگاروز رنگ 

ه وارد گردیـد و بـا اسـتفاد    v19  SPSSداده ها در نرم افزار
ــرار  مــورد )x2(مجــذور کــاي مــاري آزمــون آاز  بررســی ق

  .معنی دار در نظر گرفته شد 05/0کمتر از  pمقدار . گرفتند
  

  یافته ها
نفر  72بیمار مورد بررسی قرار گرفتند که  120در این مطالعه 

در  . سال بـود  46نفر زن بودند و میانگین سنی آنها  48مرد و 
 82لیکوبـاکتر پیلـوري در   ، آلـودگی ه ایـن تعـداد نمونـه   بین 

 15نمونـه زخـم دئودنـال،     18 نمونه سرطان معـده،  13(نمونه 
تشخیص داده شـد و   )نمونه گاستریت 36ونه زخم معده و نم

نمونه به عنوان نمونـه هـاي فاقـد هلیکوبـاکتر پیلـوري، از       38
  .مطالعه خارج شدند

بیمـار   82هـاي کلینیکـی    در ایزولـه  sabAحضور ژن سپس 
بــا اســتفاده از روش  بــتلا بــه هلیکوبــاکتر پیلــوريگوارشــی م

PCR در صورت حضـور ایـن ژن قطعـه اي بـه      .بررسی شد
، به طور کلـی  ).1شکل ( جفت باز تکثیر می شد 1330طول 

ژن فراوانـی   .مشخص گردیـد  %)78( نمونه 64در sabAژن 
sabA      آمـده   1برحسب وضـعیت بـالینی بیمـاران در جـدول

  .است
ي گوارشی ناشی اي مختلف بیماري هاه در گروه sabAژن 

تقریبــاً از فراوانــی یکســانی برخــوردار از هلیکوبــاکترپیلوري 
با وضعیت بالینی بیماران مورد  sabAژن حضور ارتباط  .بود

و بررسی  قرار گرفت که ارتباط معنی داري بین این ژنوتیپ 
مشـاهده   نوع بیماري کلینیکـی ناشـی از هلیکوبـاکتر پیلـوري    

  .)<05/0p( نگردید
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  در نمونه هاي هلیکوباکترپیلوريکد کننده ادهسین متصل  شونده به سیالیک اسید فراوانی ژن  -1جدول

  

 sabAژن  

  وضعیت بالینی

  گاستریت                           زخم دئودنال                        زخم معده                      سرطان معده

  26%) 2/72(  14%) 8/77(  13%) 7/86(  11%) 6/84(  مثبت

  10%) 8/28(  4%)  2/23(  2%) 3/14(   2%) 4/15(  منفی

  36    18    15     13  جمع

             P=0.47 

   بحث
هـاي   بیمـاري  اتیولوژیک مهم عوامل از پیلوري هلیکوباکتر

با وجود اینکه تعداد زیـادي   .می باشد شده شناخته گوارشی
 درصـد  15 تنهـا  اما شوند می آلوده ارگانیسم این به از افراد

با . شوند می مبتلا گوارشی هاي بیماري انواع بهاز این افراد 
توجه به آمار بالاي آلودگی توسط این بـاکتري محققـین در   

  کشورهاي مختلف جهان تلاش براي شناسایی دقیق تمام 
  
  

فاکتورهاي ویرولانس هلیکوباکتر پیلوري و مهار آلودگی و 
هاي جدید و درمـان بعـد از آلـودگی را در دسـتور      فتن راهیا

 در متعـددي  ویرولانسعوامل  .)12( کار خود قرار داده اند

امـا ادهسـین هـاي ایـن      انـد  شـده  معرفی پیلوري هلیکوباکتر
  SabB وalpA ,iceA ,BabA  SabA,بـاکتري ماننـد   

-sialyl شناسایی از بعد  .)13( اند بوده توجه مورد همواره

Lewis x/a antigens ) sLex and sLea(   عنـوان  بـه 
 شـد  مشخص پیلوري، هلیکوباکتر هاي گیرنده از دیگر یکی

 کیلـو  70 وزن بـا  خارجی غشاي هاي یکسري از پروتئین که

2000bp 
 

1500bp 
1200bp 

 
1000bp 

 

   sabAژن  bp 1330تصویر الکتروفورز ژل آگارز محصول: 1شکل 
نمونه هاي داراي این قطعه  :6و 4به ترتیب کنترل مثبت و منفی، چاهک: 3و 2، چاهک 100bpمارکر : 1چاهک 

  نمونه فاقد این قطعه ژنی: 5ژنی، چاهک 
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 پـروتئین  ایـن  ،شـود  متصـل  گیرنـده  ایـن  به است قادر دالتون
sabA ــد نامیـــده ــن بـــا. شـ ــود ایـ ــویه تمـــام وجـ ــاي سـ  هـ

کـــد کننـــده ایـــن آنتـــی ژن   ژن ارايد هلیکوبـــاکترپیلوري
باشند و به علاوه تمام سویه هایی که این ژن را دارند نیز  نمی

ــد    ــی کنن ــد نم ــردي را تولی ــروتئین عملک ژن  ).8و10و14( پ
sabA     در کشورهاي مختلف داراي فراوانـی هـاي متفـاوتی
و مطالعــه ارتبــاط ایــن ژن بــا نــوع بیمــاري کلینیکــی و  اسـت 

کشورهاي مختلف نتـایج متفـاوتی    تشخیص پاتولوژي نیز در
  .را نشان داده است

پرداختـه اسـت و    sabAاین مطالعـه بـه بررسـی حضـور ژن     
ارزش این ژن را به منظور غربالگري بیماران در معرض خطر 

در صـورت حضـور ژن    .بـالا مـورد بررسـی قـرار داده اسـت     
sabA  ــول ــدازه   PCRمحص ــا ان ــر 1330ب ــاز تکثی ــت ب  جف

در بیمـاران مـورد بررسـی     sabAن بررسی حضور ژ. شد می
درصد از افراد دچار بیماري هـاي گوارشـی    78 نشان داد که

در ســـویه هـــاي  sabAژن  .ایـــن ژن را حمـــل مـــی کننـــد
فرانسـه   یسـه بـا کشـورهاي   هلکیوباکتر پیلوري ایرانـی در مقا 

ــد %) 86( ــن %) 93(و هلن ــري %) 3/91( و ژاپ ــی کمت از فراوان
راوانی مشابهی با مطالعه انجـام  ف لیو  )15-17( برخوردار بود

ژن   فراوانـی  اخـتلاف  .)18( نشان داد%) 80(ده در تایوان ش
sabA دیگـر  سایر مطالعات درکشورهاي و مطالعه این در 

جغرافیایی یـا اسـتفاده از پرایمرهـاي     اختلاف به توان می را
    .دانست مرتبط متفاوت براي ردیابی این ژن 

در نمونـه هـاي مختلـف     sabAفراوانی ژن در مطالعه حاضر 
در نمونـه هـاي مربـوط    % 6/84کلینکی به  ترتیب برابر بود با 

در نمونه هاي مربوط به زخـم معـده،   % 7/86به سرطان معده، 
در % 2/72در نمونه هاي مربـوط بـه زخـم دئودنـال و     % 8/77

ــه گاســتریت  در ایــن مطالعــه تفــاوت . نمونــه هــاي مربــوط ب
و اشــکال مختلــف بیمــاري  نداري بــین حضــور ایــن ژ معنــی

گاسـتریت، زخـم معـده، زخـم دئودنـال، سـرطان       (گوارشی 

مشاهده نگردید که از این نظر مطالعه حاضر با مطالعـه  ) معده
بـا ایـن    .)17و18( دردا ژاپن مطابقـت  ر تایوان و انجام شده د

را در   sabAدر آمریکا  فراوانی ژن حال مطالعه انجام شده 
سـرطان   در و%  44ر زخم دئودنال ، د%66بیماري گاستریت 

بـین حضـور ژن    ارتباط معنی داري گزارش داد و % 70معده 
sabA 19( ن معده در ایـن مطالعـه نشـان داده شـد    و سرطا( .
 sabAاین تفاوت مشاهده شده درخصوص ارتباط ژن علت 

نوع بیماري گوارشی در مطالعات مختلف می توانـد ناشـی   با 
بیماري ناشی  ر ایجاد شکل نهایی د از این واقعیت  باشد که 

از هلیکوباکتر پیلوري علاوه بر فاکتور هاي ویرولانس، سایر 
عوامل مانند ژنتیک میزبـان و فاکتورهـاي محیطـی نیـز نقـش      

  .دارند
کی یدر نمونه هاي مختلف کلین sabAژن ، در مطالعه حاضر

تقریباً از فراوانـی مشـابهی برخـوردار بـوده اسـت کـه ارزش       
بیمـاري  مختلـف   غربالگري انواعین ژن را به منظور ردیابی ا
  .زیر سوال می برد گوارشی

  
  نتیجه گیري

در منـــاطق  sabAاخـــتلاف بدســـت آمـــده از فراوانـــی ژن 
مختلف دنیا می تواند ناشی از تفاوت در تنوع جغرافیایی و یا 

. استفاده از پرایمرهـاي مختلـف بـراي ردیـابی ایـن ژن باشـد      
ور دستیابی به فراوانی دقیـق تـر ایـن ژن    مطالعات بیشتر به منظ

در هلیکوباکتر پیلوري جدا شـده از بیمـاران ایرانـی و تعیـین     
ایـران  دقیق ارتباط این ژن با نوع بیماري در چند منطقه دیگر 

  .توصیه می شودهاي دیگر  و با استفاده از روش
  

  تشکر و قدردانی 
بــدین وســیله از زحمــات پزشــکان و پرســتان محتــرم بخــش  

ندوسکوپی بیمارستان فیروزگر تهران که در تهیـه نمونـه مـا    آ
  .را یاري نمودند تشکر و قدردانی می گردد
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