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  چکیده 
اتوسلولار ویروسی یکی از بیماري هاي عفونی شایع می باشد که میتواند منجر به سیروز کبدي و هپ Bهپاتیت : و هدف زمینه

و بیماري هاي التهابی ارتباط  17نشان می دهند که بین پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدي اینترلوکین جدید تحقیقات . کارسینوما شود
 مزمن شدن و یا پاك شدن ویند بیماري، به خصوص عفونت هاي ویروسی است، آپاسخ التهابی فاکتور مهمی در فر. وجود دارد

هدف از این مطالعه بررسی ارتباط میان . نزدیک با سایتوکاین هاي ترشح شده از سلول هاي ایمنی است از ویروس در ارتباط بدن
  . می باشد B (HBV)هپاتیت  ویروس و ابتلاء به عفونت مزمن  IL-17 (rs763780)پلی مورفیسم ژن 

ژنومی به  DNA. م جمع آوري شدشاهد سال 150و  Bبیمار با عفونت مزمن هپاتیت  150نمونه هاي خونی از :  روش بررسی
  .تعیین شد RFLPو  PCRبا روش هاي   IL-17 (rs763780)ژنوتیپ پلی مورفیسم . استخراج شد Salting outروش 

توزیع . شتمزمن و نمونه هاي کنترل ندا Bفراوانی ژنوتیپ و آلل هیچ تفاوت معناداري میان بیماران مبتلا به هپاتیت : نتایج 
 TC، ) نفر %132 (TT 88در بیماران مزمن و ژنوتیپ ) نفر %1 ( CC 7/0و ) نفر %22 (TC 7/14، ) نفر TT 6/84 %)127ژنوتیپ 

 .P) =69/0(در  نمونه هاي کنترل بوده است ) نفر %1 (CC 7/0و ) نفر %17 (3/11

 Bداد ابتلاء به هپاتیت و استع IL-17 (rs763780)نتایج ارتباطی میان پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدي :  نتیجه گیري نهایی
ممکن است بر  IL-17به نظر می رسد که تنوع ژنتیکی در ژن هاي سایتوکاین هاي دیگر به غیر از  .دننشان نمی دهرا مزمن 

  .پیشرفت عفونت به سوي بیماري مزمن تاثیرگذار باشد
 ، پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدي 17ویروسی، اینترلوکین  Bهپاتیت :  کلمات کلیدي

 12/8/94:پذیرش 3/8/94:اصلاحیه نهایی  25/5/94:ل مقالهوصو
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  مقدمه
به عنوان یک تهدید جدي براي سلامت  Bبیماري هپاتیت 

توسط ویروس  در نظر گرفته می شود و این بیماري  بشر
 بیماران مبتلا به. ایجاد می گردد  )B )HBVهپاتیت 
HBV درجات مختلفی از شدت بیماري را  ممکن است

تفاوت  ،دهند که یکی از عوامل موثر در این اختلاف نشان
 هاي سیستم ایمنی وژندر زمینه ژنتیکی افراد و به ویژه 

سایتوکاین ها پیام برهاي  کوچک  .باشد می سایتوکاین ها
پروتیینی داخل سلولی هستند که کلید تنظیم فعالیت هاي 
بیولوژیکی مانند التهاب، دفاع میزبان، مراقبت بر علیه 

خانواده . ومورها، پاسخ ایمنی ذاتی و اکتسابی می باشندت
و اینترلوکین  هاي متفاوتی از سایتوکاین ها تعریف شده اند

 اساسی که در تنظیم پاسخ ایمنی نقشها یکی از آنها هستند 
  ).1( دارند

میتواند تولید سایتوکاین هاي پیش التهابی را  17اینترلوکین 
سلول هاي مختلف مانند سلول القا کند و با طیف وسیعی از 

اینترلوکین  .هاي ایمنی ذاتی و سلول هاي اپیتلیال تولید شود
تولید میشود و  Th17سلول هاي  به وسیلهبه طور عمده  17

نیز در تولید آن نقش  همچنین لنفوسیت ها و نوتروفیل ها
لنفوسیت  جزء گروههاي اصلی Th17 سلول هاي .دارند
که در دفاع میزبان علیه پاتوژن  دباشنمی پیش التهابی  هاي

بیماري هاي  بعضی هاي خارج سلولی و هم چنین در
تولید سایتوکاین ها میتواند  ).2و3( دننقش دارخودایمنی 

این تفاوت در . تحت تاثیر پلی مورفیسم ژنتیکی قرار بگیرد
ژن سایتوکاین میتواند منجر به تفاوت در شدت پاسخ ایمنی 

  ).4( فراد مختلف شودو پیشرفت بیماري در ا
 در در مطالعات اخیر رابطه نزدیکی میان عفونت ویروسی

دمات کبدي ناشی ص و Th17کبد و فعالسازي سلول هاي 
یکی از . ویروسی مشاهده شده است از پاسخ ایمنی ضد

می تواند  Bدر عفونت هپاتیت آنتی ژن هاي کلیدي که 
سلول . است HBcAgشود، در بدن  Th17موجب القا 

-IL-17A، IL فاکتورهایی شامل Th17اي فعال شده ه

17F،IL-21،IL-22  و TNFα  را ترشح میکنند که
میتوانند با القائ دیگر میانجی هاي پیش التهابی و به 

 ،کارگیري لکوسیت ها به ویژه نوتروفیل ها در محل التهاب
 IL-17تحریک با چنین هم. پیش برنده التهاب بافت باشند

ژنهاي مختلف مربوط به التهاب مانند  باعث القاي بیان
در هپاتوسیت هاي  C-reactiveشیمیوکاین ها و پروتیین 

  ).5و6( گردد اولیه می
با بیماري هاي  IL-17ژن میزان بیان شده است که  مشخص

نقش با توجه به  ). 7( است ارتباطدر  کبدي و سطح فیبروز
IL-17 یند التهاب و ارتباط پلی مورفیسم هايآدر فر 

چنین شواهدي از نقش نتیکی در میزان بیان این ژن و همژ
میان  امکان ارتباط این سیتوکین در بیماري هاي مختلف،

مطرح می  Bبا بیماري هپاتیت پلی مورفیسم هاي این ژن 
ارتباط میان پلی  هدف از این مطالعه بررسیبنابراین،  .باشد

عفونت مزمن  با  IL-17در ژن  rs763780 مورفیسم
  .می باشد Bتیت هپا
 

   روش بررسی
نمونه  150شاهدي و بر روي  –این مطالعه از نوع موردي

نمونه افراد سالم  150و  Bبیمار با عفونت مزمن هپاتیت 
این نمونه ها مربوط به افراد مراجعه کننده . انجام شده است

که بررسی سرولوژي به بیمارستان طالقانی تهران بوده است 
HBsAg   وHBcAg (Diapro Diagnostics 

Italy)   ماه مثبت بود و در   6مدت بیش از  بهدر بیماران
چنین گروه کنترل فاقد همگروه کنترل نتیجه آن منفی بود و 

 از.  سابقه بیماري هاي کبدي و هپاتیت ویروسی بودند

 دریافت کتبی نامه رضایت، مطالعه در شرکت داوطلبین

 مطالعه در ادافر شرکت اخلاقی نامه رضایت فرم .شد

 کبد و گوارش تحقیقات مرکز اخلاق کمیته توسط
 استفاده مورد و تصویب بهشتی شهید پزشکی علوم دانشگاه
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 بیماران از حال شرح و کلینیکی اطلاعات. گرفت قرار

 .شد وارد مربوطه اطلاعاتی فرمهاي در و گردید کسب
DNA  ژنومی از نمونه هاي خون با روشSalting out   

با   rs763780براي شناسایی پلی مورفیسم . شد استخراج

نوکلئوتیدي در ژن موردنظر  645یک توالی  PCRروش 
مشخصات پرایمرهاي طراحی شده براي تکثیر . تکثیر شد

 .آمده است 1این قطعه در جدول 

  PCRمشخصات پرایمرهاي : 1جدول 
  دماي اتصال GCدرصد  توالی  جهت پرایمر
Forward  5’-GGATAATGAAGCAGGAAAGTG-3’  47% 50.58  
Reverse  5’-GCTCAAGGAAAGGAAGACATC-3’  42% 52.54  

 
 5/0استخراج شده با  DNAنانوگرم از  100میزان 

میکرولیتر از  5/0، میکرولیتر بافر MgCl2 ،5/2میکرولیتر 
واحد آنزیم  2 پرایمر، هر از پیکومول 5و  dNTPمخلوط 

Taq  پلیمراز در مخلوطPCR مواد مورد  .استفاده شد
محصول شرکت یکتا تجهیز آزما  PCRاستفاده در مخلوط 

  .کشور ایران بود
PCR  در دستگاه ترموسایکلر(Eppendorf)  با برنامه زیر

 95 دماي در اولیه دناتوراسیون دقیقه 10نخست: انجام شد

 ثانیه 45 برنامه با سپس و گرفت انجام سانتیگراد درجه

 63 دماي، ثانیه 45 سانتیگراد درجه 95 دماي با دناتوراسیون

 در ثانیه 45 و پرایمرها اتصال منظور به گراد سانتی درجه

سیکل  35براي  تکثیر منظور به سانتیگراد درجه 72 دماي
 تکثیر منظور به درجه 72 دقیقه 10 پایان در و پیش رفت

  .شد انجام پایانی
 New)محدودالاثر آنزیم از استفاده با PCRمحصولات 

England Biolabs)  NIaIII  در  ساعت 16 مدت به
  . گرفتند قرار هضم مورد سانتیگراد درجه 37 دماي

 برده درصد 3 آگارزبراي بررسی روي  RFLP محصولات

درصد از نمونه ها با روش تعیین  4 نتایج تأیید براي. شدند
  .توالی مستقیم، تعیین ژنوتیپ شدند

 گروه دو افراد ژنوتیپ تعیین از بدست آمده اطلاعات

مورد  SPSSآماري  افزار نرم از با استفاده مطالعه، مورد

در آنالیز نتایج و در آنالیز توصیفی از . تحلیل قرار گرفت
فراوانی و درصد فراوانی و شاخص مرکزي میانگین و در 

تحلیلی براي مقایسه معنادار بودن اختلاف در فراوانی  آنالیز
 تست از و کنترل ژنوتیپ ها و آلل هاي دو گروه بیمار

معنادار در  05/0کمتر از  P .شد کاي استفاده مربع آماري
  .نظر گرفته شد

 
 نتایج

نفر شاهد سالم مشخص شد  150نفر بیمار و  150در بررسی 
%) 7/52(نفر مرد  B 79در گروه بیماران مبتلا به هپاتیت  که
ین سنی حضور داشته اند که میانگ%) 3/47( نفر زن 71و 

%) 36(نفر مرد  54در گروه شاهد . سال بود 42ران گروه بیما
ه میانگین سنی آنها حضور داشته اند ک%) 64(نفر زن  96و 
  .سال بود 6/45

، از روش چند شکلی  rs763780براي تعیین ژنوتیپ 
با هضم . استفاده شد (RFLP)طولی قطعات محدود شونده 

بدون  (CC)در افراد هموزیگوت  PCRآنزیمی محصول 
برش  (TT)، افراد هموزیگوت  bp 645با اندازه برش 

جفت بازي و در افراد  23و  130، 492خورده و سه قطعه 
 130، 492،  645قطعه  4برش خورده و  (TC)هتروزیگوت 

  ).1تصویر ( جفت بازي مشاهده شد 23و 
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 جفت باز 50مارکر  PCR  .(L50)محصول  TC .(P.P)وتایپ ژن TT  .(5)ژنوتایپ  NIaIII  .(6)قطعات حاصل از هضم آنزیمی با : 1تصویر 

 
  .مشخص شده است 2نتایج تعیین ژنوتیپ ها در دو گروه شاهد و بیمار در جدول 

 
  فراوانی و توزیع ژنوتیپ ها: 2جدول 

 P-value  )درصد-تعداد(ژنوتیپ   گروه

CC  TC  TT 
  بیمار

  )نفر 150(
)1  (7/0%  

  
)22 (7/14%  )127 (6/84%    

69/0  
  شاهد

  )نفر 150(
)1  (7/0%  

  
)17 (3/11%  

  
)132 (88%  

  .آمده است 3در جدول  و به تفکیک جنسیت فراوانی ژنوتیپ ها در دو گروه بیمار و شاهد
 
 

 .توزیع ژنوتیپ ها به تفکیک جنسیت: 3جدول 
  ژنوتیپ  گروه  جنسیت

  )درصد-تعداد(
value-P 

CC CT  TT    
  
  

11/0  

  مرد
  )نفر 133(

  شاهد
  بیمار

)1 (9/1%  
)1 (3/1%  

)8 (8/14%  
)13 (8/14%  

)45 (3/83%  
)65 (3/82%  

  زن
  )نفر 167(

  شاهد
  بیمار

0  
0  

)9 (4/9%  
)9 (7/12%  

)87 (6/90%  
)62 (3/87%  

  شاهد  جمع
  بیمار

)1  (7/0%  
  )1 (7/0%  

   )17( 3/11%  
)22 (7/14%  

)132 (88%  
)127 (6/84%  

  
69/0  

 .P) =69/0(مشاهده نشد  مورد مطالعه ژنوتیپ بین دو گروه ري از نظر توزیعدر این مطالعه تفاوت معنادا

  
  

  P) . =11/0( اختلاف موجود معنادار نبود مشخص شده است در بین دو گروه زن و مرد هم  3 که در جدول چنین همانطورهم
فاوت معناداري میان این دو آلل و دو گروه ت ،قابل مشاهده است، بعد از آنالیز با تست مربع کاي 4در جدول   Cو  Tفراوانی آلل 

  P) . =35/0(بیمار و شاهد مشاهده نشد
  
 

645 bp 

492 bp 

130 bp 
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  توزیع آلل در دو گروه بیمار و کنترل: 4جدول
    الل  گروه  

  
  شاهد

C  T value-P 
%3/6  %7/93    

  بیمار  35/0
  

%3/8  %7/91  

  
  بحث 

اینترلوکین ها در میزان بالا توسط سلول هاي مختلف در طی 
هاي التهابی تولید میشوند، توازن میان سایتوکاین ها واکنش 

به همین علت . نتیجه پاسخ ایمنی ایجاد شده را تعیین می کند
سایتوکاین ها به عنوان یک هدف درمانی در درمان  اًاخیر

با توجه به   .)8( بیماران کبدي مورد توجه قرار گرفته اند
ل هاي یکی از سایتوکاین هاي اصلی سلو IL-17Fاینکه  
Th17  می باشد و در بیماري هاي کبدي و التهابیTh17 

نقش بازي می کند، اتنظار میرفت که پلی مورفیسم در ژن 
چنین مرتبط باشد، هم Bآن، با مزمن شدن بیماري هپاتیت 

-ILمقالات متعددي به توضیح نقش پلی مورفیسم در ژن 

17F  لکومیاي ) 9(در بیماري هاي مختلف مانند آسم ،
،بیماري )11(، آرتریت روماتوئیدي ) 10(وئیدي حاد میل

در مطالعه اي در . پرداخته اند)  12(هاي معده ودوازدهه  
توسط قربانی و همکاران بر روي  2012ایران، در سال 

 ،نفر داوطلب سالم 171بیمار مبتلا به سرطان معده و 161
 با افزایش استعداد ابتلا به IL-17Fارتباط پلی مورفیسم ژن 

ارتباط معنا در این بررسی . سرطان معده بررسی شده است
، کدخدازاده در یک مطالعه). 13( داري مشاهده نشده است

  IL-17وجود ارتباط میان یک پلی مورفیسم از و همکاران
و بیماري مزمن التهاب لثه را بررسی کرده اند و مشخص 

طالعه کاظمی در م). 14(شده است که ارتباط وجود دارد 
 Bرابطه میان ابتلاء به هپاتیت  ب آبادي و همکارانعر

در دو گروه بیمار و شاهد  IL-17Aمخفی و افزایش سرمی 

نشان داده  2010سالم در میان اهدا کنندگان خون در سال 
  ).15(شده بود 

در مطالعات مختلف در ایران ارتباط ژن سایتوکاین هاي 
در . تمزمن بررسی شده اس Bمختلفی با بیماري هپاتیت

و ابتلا  TGFβیک مطالعه ارتباط میان پلی مورفیسم در ژن 
مزمن بررسی شده که نتایج آن وجود ارتباط را  Bبه هپاتیت 

در مطالعه دیگري عدم وجود ارتباط ). 16(رد کرده است 
و ریسک ابتلا به  12میان پلی مورفیسم در ژن اینترلوکین 

ر مطالعه اي د). 17(مزمن  نشان داده شده است  Bهپاتیت 
 HBVبیمار مبتلا به  200خانی زاده و همکاران با بررسی 

شاهد سالم نشان دادند که پلی مورفیسم در  200مزمن و 
ناحیه پروموتوري ژن رسپتور اینترفرون گاما با حساسیت به 

  ).18(مزمن در جمعیت ایرانی ارتباط دارد  HBVعفونت 
منی علیه در پاسخ ای IL-17شواهد نشان می دهند که  

ویروس ها شرکت می کند که می تواند براي میزبان مفید و 
،  Cو Bدر هردو عفونت مزمن هپاتیت . یا زیان آور باشد

گزارش ها رابطه نزدیکی میان التهاب کبدي القاشده توسط 
و برخی از  Th17ویروس و نفوذ و فعالیت سلول هاي 

سی صدمات کبدي ایجاد شده به علت پاسخ ایمنی ضد ویرو
  ).6( اشاره کرده اند

 ژنوتیپ احتمالی ارتباط روي اولین بررسی بر مطالعه این

و  17در ژن اینترلوکین  rs763780 مختلف هاي
در  Bهپاتیت  مزمن عفونت ایجاد به نسبت افراد حساسیت

اما با توجه به نتایج ارتباط معناداري . جمعیت ایرانی می باشد
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و مزمن   IL-17 (rs763780)میان پلی مورفیسم ژن 
 .مشاهده نشد Bشدن بیماري هپاتیت 

 
  نتیجه گیري

با بررسی دیگر پلی مورفیسم هاي مربوط به ژن اینترلوکین  
، میتوان به پیدا کردن مارکرهاي جدید در ارتباط با 17
 .امید داشت Bیند مزمن شدن بیماري هپاتیت آفر

 
  

 تشکر و قدردانی
 شناسی ارشد و باطرح در چهارچوب پایان نامه کار این

 علوم دانشگاه گوارش و کبد پژوهشکده بیماریهاي حمایت

 مقاله این نویسندگان .انجام پذیرفت بهشتی شهید پزشکی

 آزمایشگاه ویروس شناسی محترم همکاران کلیه از

سعیدي  شقایق درخشانی، مهسا ها خانم ویژه به پژوهشکده
 .نمایند می بهتا کشاورز پاك سرشت قدردانی و
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