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  چكيده

شود و  هليكوباكتر پيلوري ارگانيسم خميده شكل گرم منفي است كه در دستگاه گوارش انسان مستقر مي: زمينه و هدف

اين . عشر،گاستريت شده و با آدنو كارسينوما در ارتباط است نيباعث بروز عوارض مختلف دستگاه گوارش از جمله زخم اث

دارد كه مهمترين آنها پروتئين ) Adhesion(باكتري براي اتصال به جداره مخاط دستگاه گوارش چندين نوع ملكول چسبان 

BabA اين پروتئين به آنتي ژن گروه خوني لوئيس.  استbاين پروتئين . دشو تليال معده متصل مي  در سطح سلولهاي اپي

هاي   در هليكوباكترپيلوريbabA2هدف از مطالعه حاضر بررسي فراواني ژنوتيپ . شود  رمز دهي ميbabA2توسط ژني بنام 

  .عشر،گاستريت و آدنوكارسينوما بود جدا شده از بيماران و ارتباط اين ژنوتيپ با بيماريهاي زخم اثني

 هليكوباكترپيلوري جدا شده از ۸۱در babA2 فراواني ژنوتيپ ) PCR(پليمراز اي  با استفاده از واكنش زنجيره: روش بررسي

مورد بررسي قرار ) نفر ۱۰(و آدنوكارسينوما ) نفر ۲۷(عشر  ، زخم اثني)نفر ۴۴(هاي بيوپسي بيماران مبتلا به گاستريت  نمونه

  . اسكوئر بود-آزمون آماري مورد استفاده كاي. گرفت

عشر و  هاي جدا شده از بيماران مبتلا به گاستريت، زخم اثني وتيپ در هليكوباكترپيلوري فراواني اين ژن:ها يافته

عشر  و گاستريت و زخم اثنيbabA2 ارتباط معناداري بين ژنوتيپ .  درصد بود۸۰ و ۱/۷۴ ،۲/۶۸آدنوكارسينوما به ترتيب 

   .ده شد ارتباط بين اين ژنوتيپ با آدنوكارسينوما مشاه اما).>۰۵/۰p(مشاهده نشد 

هاي مختلف داخل  تحقيقات بيشتري در مورد بررسي فراواني اين ژنوتيپ در چند منطقه جغرافيايي و قوميت: گيري نتيجه

  .شود هاي بيشتر توصيه مي كودكان و بررسي ارتباط اين ژنوتيپ با آپوپتوزيس و با سرطان معده با نمونهدر ميان ور و شك

  ، گاستريت، زخم دئودنوم، آدنوكارسينوماA2 bab ژنوتيپ، يپيلورهليكوباكتر :ها كليد واژه

  ۱۴/۵/۸۷ :      پذيرش مقاله۷/۵/۸۷ :      اصلاح نهايي۱۲/۳/۸۷: وصول مقاله

  مقدمه
 باكتري خميده شكل گرم ،هليكوباكترپيلوري

 جدا سازي ۱۹۸۲في است كه اولين بار در سال ـمن

هاي ـماريـرين علت بيـري مهمتـاين باكت. دـش

عشر  زخم اثني اي از جمله گاستريت،  روده- اي دهـمع

  لادي ـ مي۱۹۹۴ال ـدر س ).۲,۱(ت ـده اسـان معـرطـو س

  

سرطان  هليكوباكترپيلوري در اولين گروه عوامل مولد

مطالعات متعددي نشان داده است  ).۳( بندي شد طبقه

باكتري در  كه فاكتورهاي مختلف مربوط به ميزبان و

در . نيكي دخيل هستنديژيك و كلبروز عوارض پاتولو

ميان عوامل باكتريائي توانائي باكتري در اتصال به 
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 ....بررسي فراواني ژنوتيپ      ٢٢

 ١٣٨٧پائيز / دوره سيزدهم/ ي دانشگاه علوم پزشكي كردستان مجله علم

اسخهاي التهابي معده پسلولهاي پوششي براي شروع 

  ).۴- ۶( بسيار حياتي است

، )Adhesin( يكي از مهمترين ملكولهاي چسبان

 BabA  (Blood  در هليكوباكتر پيلوري پروتئين

group antigen binding Adhesin) است كه توسط 

تحقيقات متعددي نشان  .شود  رمز دهي ميbabA2ژن 

داده است كه اين ملكول چسبان مسئول اتصال هليكو 

 bباكتر پيلوري به آنتي ژنهاي گروه خوني لوئيس

ژنهاي فوكوزيله شده روي سطح  اين آنتي .است

 BabA پروتئين .سلولهاي پوششي معده قرار دارند

شاء خارجي هليكوباكتر پيلوري هاي غ يكي از پروتئين

توانائي اتصال اين پروتئين به آنتي ژنهاي گروه  .است

استقرار باكتري را در معده تسهيل  ،bخوني لوئيس

 در بيماريزائي نقش كند و ممكن است مستقيماً مي

 كيلودالتون وزن BabA ۷۵پروتئين  ).۸,۷( داشته باشد

  شناسائي شده است كهbabAدو آلل ژن  .دارد

از بين دو آلل ذكر شده   .babA2 وbabA1عبارتند از 

 را رمزدهي BabA فعال بوده، پروتئين babA2تنها ژن 

  ).۹( كند مي

مشخص شده  طبق تحقيقات صورت گرفته،

است كه بين وجود اين ژن و بعضي بيماريهاي دستگاه 

 .عشر ارتباط وجود دارد گوارش از جمله زخم اثني

ريهاي جداشده از نقاط مختلف فراواني اين ژن در باكت

  .)۱۱,۵,۱-۱۶,۱۴-۲۰ (جهان متفاوت است

با توجه به متفاوت بودن اين فراواني اين ژن در 

اهميت اين ژن در بيماريزائي و  نقاط مختلف جهان و

از طرفي بدليل اينكه از اين ژن بعنوان كانديد 

 لذا برآن شديم .)۱۷( واكسيناسيون نام برده شده است

هاي جدا شده از منطقه  ي اين ژن را در سويهتا فراوان

  .اصفهان بررسي كنيم

   بررسيروش

  .باشد تحليلي مي- اين مطالعه از نوع توصيفي

جمعيت مورد مطالعه بيماران دچار عوارض 

كننده به بخش آندوسكوپي  گوارشي مراجعه

در اين مطالعه از  .اصفهان بودند بيمارستان الزهراء

بيوتيكي قرار نگرفته  آنتيبيماراني كه تحت درمان 

بيوتيك آنها گذشته  يا سه ماه از مصرف آنتي بودند و

  .گيري بعمل آمد بود نمونه

 بيمار مورد بررسي قرار ۱۷۷در اين مطالعه 

 نفر زن بودند و ميانگين ۷۲ نفر مرد و ۱۰۵گرفتند كه 

 نفر از اين بيماران مبتلا به ۹۹ . سال بود۴۳سني آنها 

 نفر ۱۵عشر و   مبتلا به زخم اثني نفر۶۳ گاستريت،

  .مبتلا به آدنوكارسينوما بودند
  :كشت وجداسازي باكتري

هاي بيوپسي توسط پزشك متخصص از  نمونه

اي حاوي  بيماران تهيه شده، به داخل ظروف شيشه

حداكثر تا سه  .شد سرم فيزيولوژي استريل منتقل مي

هاي بيوپسي جهت  گيري، نمونه ساعت پس از نمونه

جام آزمايشات ميكروبيولوژيك و كشت به ان

ابتدا . شدند آزمايشگاه ميكربيولوژي ارسال مي

ط استريل قطعه قطعه و يهاي بيوپسي تحت شرا نمونه

 از آن روي محيط كشت يقسمت هموژنيزه شده،

 ، از آنيقسمت ديگر شد و انتخابي كشت داده مي

آز سريع مورد  آميزي گرم و تست اوره جهت رنگ

محيط كشت انتخابي شامل  .گرفت ي قرار ماستفاده

، مكمل ) انگلستانoxoid(محيط پايه كلمبيا آگار 

، سرم جنيني )مرك آلمان( انتخابي كمپيلوباكتر

و گلبول قرمز ) شركت سيناژن(  درصد۷- ۱۰گوساله

پس از كشت نمونه  .بود)  درصد۷- ۱۰( فشرده

ها در  هموژنيزه شده روي محيط كشت انتخابي، پليت
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 ٢٣      مرتضي اسحاقي

 ١٣٨٧پائيز / دوره سيزدهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان 

گرفتند كه شرائط  ط ميكروآئروفيليك قرار مييشرا

 Cميكروآئروفيليك با استفاده از گازپك 

)AnaeracultC( )اتمسفر . شد مين ميأت) مرك آلمان

 درصد دي اكسيدكربن،۱۰آل براي رشد باكتري  ايده

رطوبت اشباع  اكسيژن و درصد ۵ درصد ازت، ۸۰

ها از نظر وجود كلني   روز پليت۴- ۵پس از . است

گرفت و باكتريها بر  اكتري مورد بررسي قرار ميب

آزمايش  آميزي گرم، اساس شكل كلني رنگ

آز سريع تشخيص داده  اكسيداز، كاتالاز و تست اوره

هاي  سپس كشت مجدد براي تهيه كلني. شدند مي

ط كشت يهاي خالص به مح كلني. شد خالص انجام مي

 درصد ۴۰حاوي ) Gibco(  براثBHIنگهدارنده 

 درصد سرم جنيني گوساله منتقل ۷- ۱۰رول و گليس

گراد جهت   درجه سانتي- ۷۰شد و در برودت  مي

  .شدند آزمايشات بعدي نگهداري مي
 با babA2  و تكثير ژن DNAاستخراج و جداسازي 

  :PCRاستفاده از روش 

DNAهاي جدا شده با استفاده از كيت   باكتري

و بر اساس )  آلمانDNA) Rocheاستخراج 

 DNAهاي   نمونهOD260 .العمل آن انجام شددستور

گيري شد و از نظر كيفي نيز با  استخراج شده انداره

  .استفاده از روش الكتروفورز مورد بررسي قرار گرفت

با استفاده از ) PCR( مراز اي پلي واكنش زنجيره

  :پرايمرهاي ذيل انجام شد
5

'
AAT CCA AAA AGG AGA AAA AGT 

AAA-3
' 

5
'
TGT TAG TGA TTT CGG TGT AGG 

ACA-3
'  

هاي موجود  الذكر از رفرنس  فوقهايپرايمر

  ).۱۴,۱۲,۱۱,۹,۱( اقتباس شد

 PCR) Master Mix ( ۵۰حجم كل محلول 

 taq polymerase،۳واحد  ۲ميكروليتر بود كه حاوي 

 ميلي ۲ پيكومول پرايمر، DNA،۱۰دهم ميكروگرم 

 بود كه تحت dNTP دهم ميلي مول ۲و  MgCl2مول 

دناتوراسيون  :گرفت ئط ذيل تكثير ژن صورت ميشرا

 ۹۰ دقيقه،۵گراد به مدت   درجه سانتي۹۵اوليه در 

 ۱گراد   درجه سانتي۵۵  دقيقه،۱گراد  درجه سانتي

 دقيقه و گسترش اضافه ۱گراد   درجه سانتي۷۲ دقيقه،

)extention ( ۱۰گراد به مدت   درجه سانتي۷۲در 

دستگاه  ).۹,۵,۱( دش  سيكل انجام مي۳۰دقيقه كه طي 

ترموسايكلر مورد استفاده ساخت شركت اپندروف 

  .آلمان بود

 ۵/۱  روي آگارPCRالكتروفورز محصولات 

) TBE)Tris Borate EDTAدرصد با استفاده از بافر 

 انجام Hybaid و تانك الكتروفورز نوع 0.5xبا غلظت 

زمان الكتروفورز يك ونيم ساعت و ولتاژ مورد  .شد

 ۱۰۰ مورد استفاده size marker.  ولت بود۸۰استفاده 

 ۸۳۳و وزن محصول تكثير يافته ) 100bp( جفت بازي

منفي  هاي كنترل مثبت و نمونه .جفت بازي بود

  .بصورت هديه از كشور آلمان دريافت شد

  

  ها يافته

  وبودمثبت  نفر ۸۱ بيمار، نتيجه كشت ۱۷۷بين  از

آنها جداسازي هاي بيوپسي  هليكوباكترپيلوري از نمونه

  بيماران مبتلا به گاستريت، به نمونه متعلق۴۴كه  شد

 ۱۰عشر و   نمونه متعلق به بيماران مبتلا به زخم اثني۲۷

  .نمونه متعلق به بيماران مبتلا به ادنوكارسينوما بود

باكتريهاي مورد  ۸۱بين از فراواني كلي اين ژن 

فراواني اين ژن در بين .  درصد بود۶/۷۱جدا شده 

باكتريهاي جدا شده از بيماران مبتلا به گاستريت، 

 ۲/۶۸: عشر و آدنوكارسينوما به ترتيب زخم اثني

 )۱جدول  (. درصد بود۸۰ درصد و ۱/۷۴ درصد،
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 ....بررسي فراواني ژنوتيپ      ٢٤

 ١٣٨٧پائيز / دوره سيزدهم/ ي دانشگاه علوم پزشكي كردستان مجله علم

و  babA2 پيلوريهاي داراي ژنوتيپ هليكوباكتر تعداد

درصد فراواني اين ژنوتيپ را به تفكيك نوع بيماري 

الكتروفورز  مربوط به )۱شكل ( .دهد نشان مي

-chiبا استفاده از آزمون  . استPCRمحصولات 

squareتوسط نرم افزار   وSPSS ارتباط بين ژنوتيپ 

babA2،عشر و آدنوكارسينوما  زخم اثني  و گاستريت

مورد بررسي قرار گرفت كه ارتباطي بين اين ژنوتيپ 

 .)p=0.673( ت مشاهده نشديعشر و گاستر يزخم اثن و

 نوما ارتباط وجود داشتيکن با آدنوکارسيل

)۰۵/۰p<.(  
  

   در هليكوباكتر پيلوريهاي جدا شدهbabA2توزيع فراواني ژنوتيپ : ۱جدول 
  عشر و آدنوكارسينوما از بيماران مبتلا به گاستريت، زخم اثني

                        نوع بيماري  آدنوكارسينوما  عشر زخم اثني  گاستريت

  درصد  تعداد  درصد  دتعدا  درصد  تعداد babA2ژنوتيپ

+  ۳۰  ۲/۶۸  ۲۰  ۱/۷۴  ۸  ۸۰  

_  ۱۴  ۸/۳۱  ۷  ۹/۲۵  ۲  ۲۰  

  ۱۰۰  ۱۰  ۱۰۰  ۲۷  ۱۰۰  ۴۴  جمع كل

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

    

 به ترتيب ۲ و ۱چاهک  . babA2 ژن PCRتصوير الکتروفورز محصولات : ۱شكل 

ن  مربوط به نمونه هاي داراي ژ۵و ۴ و ۳مربوط به کنترل هاي مثبت و منفي ، چاهک هاي 

babA2 مربوط به نمونه فاقد ژن۶ و چاهک  babA2 مربوط به سايز مارکر ۷و چاهک 

  . جفت باز استbabA2 ۸۳۳وزن قطعه ژني  .  جفت بازي است۱۰۰
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 ٢٥      مرتضي اسحاقي

 ١٣٨٧پائيز / دوره سيزدهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان 

  بحث
 درصد جمعيت ۵۰هليكوباكتر پيلوري بيش از 

درصد از آنها  ۱۰كند، اما فقط  جهان را آلوده مي

علائم كلينيكي بيماريهاي دستگاه گوارش را بروز 

يا اينكه علائم  دهند و اكثرا بدون نشانه هستند و مي

 در ايجاد بيماري و. دهند گاستريت مزمن را بروز مي

 بروز علائم گوارشي فاكتورهاي مربوط به ميزبان و

يكي . دـالت دارنـري دخـورهاي مربوط به باكتـفاكت

ان ـهاي چسبـها ملكولـاز عوامل مربوط به باكتري

نوع ملکول چسبان در ن يتاکنون چند .هستند

 AlpA  شناخته شده است از جملهيلوريکوباکتر پيهل

ن آنها ملكول ي که مهمترAlpB، HopZ، SabAو

اين ملكول ممكن است بطور  . است BabAچسبان

مستقيم و غيرمستقيم از طريق برانگيختن پاسخ ايمني 

بروز التهاب  باعث تحريك سلولهاي پوششي معده و

  ).۱۹( شود

 يكي از پروتئينهاي غشاي BabAپروتئين 

دالتون وزن دارد و واسطه   كيلو۷۵ خارجي است و

 در bژنهاي گروه خوني لوئيس  اتصال باكتري به آنتي

 babA1 دوآلل به نامهاي babAژن . مخاط معده است

.   دارد كه تواليهاي هر دو شناخته شده است babA2و 

آلل  اين دو آلل بسيار شبيه يكديگر هستند ليكن در

babA1 يك افتادگي )Deletion ( ده جفت بازي در

) Signal Sequence( ناحيه كدكننده توالي نشانه

 اين توالي بعنوان جايگاه babA2وجود دارد كه در 

كند لذا از نظر بيولوژيك تنها  شروع ترجمه عمل مي

  ).۷,۵(  فعال استbabA2آلل 

پرايمر مورد استفاده در اين تحقيق مربوط به 

 است كه در ژن babA2ه كدكننده توالي نشانه ژن ناحي

babA1  وجود ندارد و مانع از كد شدن اين ژن

همكارانش در   وYan Baiطي تحقيقي كه  .شود مي

 ميلادي انجام دادند، گزارش كردند كه ۲۰۰۳سال 

 خاصيت ايمنوژنيك دارد و ، در موشBabAپروتئين 

زائي و  توان از آن جهت ايمني  مياحتمالاً

  ).۱۷( واكسيناسيون استفاده كرد

هاي  با توجه به اينكه فراواني اين ژن در سويه

شده از مناطق مختلف جغرافيائي جهان متفاوت  جدا

است و شيوع يكساني ندارد و از طرفي چون در 

چندين مقاله گزارشات متفاوتي در باره ارتباط اين ژن 

گوارش از جمله زخم  با عوارض مختلف دستگاه

 لذا بر آن ،شر و سرطان معده ارائه شده استع اثني

 را در بيماران babA2شديم تا درصد فراواني ژنوتيپ 

. كننده به بيمارستان الزهراء بررسي كنيم مراجعه

 درصد بود كه به ۶/۷۱فراواني كلي اين ژنوتيپ 

عشر  تفكيك در بيماران مبتلا به گاستريت، زخم اثني

 درصد ۸۰ و ۱/۷۴ ،۲/۶۸و آدنوكارسينوما به ترتيب 

  . بود

 Ilver و  Dag توسطbabA2از زمان کشف ژن 

 ميلادي تحقيقات بسيار زيادي در مورد ۱۹۹۷در سال 

ارتباط اين ژنوتيپ با عوارض مختلف گوارشي انجام 

شده است که در ادامه به چند مورد آن اشاره 

  .گردد مي

Markus Gerhard ۱۹۹۷ و همکارانش در سال 

 با عوارض babA2 ارتباط ژنوتيپ اي درباره مقاله

کلينيکي دستگاه گوارش ارائه دادند که فراواني کلي 

اعلام نموده ارتباط بين   درصد۹/۷۱را  babA2ژنوتيپ 

  ).۵( اين ژن با سرطان معده را گزارش کردند

Mizushima در ۲۰۰۱ و همکارانش در سال 

 ۱۷۹کشور ژاپن فراواني کلي اين ژنوتيپ را در بين 

 درصد گزارش ۹/۸۴شده،  باکتر پيلوري جداهليکو
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 ....بررسي فراواني ژنوتيپ       ٢٦

 ١٣٨٧پائيز / دوره سيزدهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان 

عشر و گاستريت و  کردند که فراواني آن در زخم اثني

 درصد ۹۰ و ۸۴ و ۴/۸۵سرطان معده به ترتيب 

در اين  تحقيق ارتباطي بين . گزارش شده است

عشر، گاستريت و سرطان     و زخم اثنيbabA2ژنوتيپ 

  ).۱۴( معده يافت نشده است

Laiکشور تايوان و  و همکارانش از Yu به اتفاق 

 به Han و ۲۰۰۲کنگ در سال  هنگ همکارانش از

 ۲۰۰۴همراه همکارانش از کشور چين در سال 

 مشابه در مورد فراواني اين ژنوتيپ و هايي تقريباً يافته

عدم ارتباط آن با عوارض کلينيکي دستگاه گوارش 

در گزارش ارائه شده توسط  ).۱۹,۱۸,۱۶( ارائه کردند

Yu هايي که ژنوتيپ  همچنين بيان شده است که سويه

babA2هايي که اين ژن را  را دارند در مقايسه با سويه 

اند  باعث افزايش آتروفي در ناحيه آنتريوم شده ندارند

اند ليکن با  و شاخص پروليفراسيون را افزايش داده

  ).۱۹( آپوپتوزيس ارتباطي گزارش نشده است

ير فراواني اين کاهش چشمگ مل،أنکته قابل ت

هاي جدا شده از کودکان در دو  ژنوتيپ در سويه

 Podzorski و Oleastroمطالعه صورت گرفته  توسط 

و همکارانشان در کشورهاي پرتغال و آمريکا به سال 

ال را در ذهن ؤکه اين س) ۱۲,۹(  ميلادي است۲۰۰۳

افزايش بروز اين ژن  کند که چه عاملي در ايجاد مي

  .قش دارددر بزرگسالان ن

Oliveira در ۲۰۰۳ و همکارانش در سال 

 ۲۰۰۶ در سال Erzinو ) ۱(اي از کشور برزيل  مطالعه

 و babA2ميلادي از کشور ترکيه ارتباط بين ژنوتيپ 

  ).۲۰( اند سرطان معده را گزارش کرده

 در مطالعه حاضر درصد فراواني ژنوتيپ 

babA2 و عدم ارتباط آن با بيماريهاي گاستريت و

عشر با کشورهاي آسياي شرقي مشابه است  م اثنيزخ

ولي با نتايج بدست آمده در آمريکا و آمريکاي 

اما  .جنوبي و برخي کشورهاي اروپايي مطابقت ندارد

نکته قابل توجه، ارتباط بين اين ژنوتيپ و بيماري 

 مشابه تحقيق ،سرطان معده است که در اکثر مطالعات

 اشاره شد طور که  قبلاً و هماناند پرداختهحاضر به آن 

هاي مربوط به مبتلايان به  نکه تعداد نمونهآبا توجه به 

سرطان معده در تحقيق حاضر کم بوده است براي 

رسيدن به يک نتيجه مطلوب نياز به تحقيقات بيشتر و 

  . وسيعتري است

 رسد تحقيقات بيشتر در مورد در نهايت بنظر مي

نطقه جغرافيايي بررسي فراواني اين ژنوتيپ در چند م

و قوميتهاي مختلف داخل کشور و کودکان، ارتباط 

اين ژنوتيپ با آپوپتوزيس و ارتباط آن با سرطان معده 

  .مل و تحقيق باشدأقابل ت) هاي بيشتر با تعداد نمونه(

  

  تقديرو تشكر

 و بخش از پرسنل بخش ژنتيكبدينوسيله 

 دانشگاه علوم پزشكي اصفهان و سركار شناسي ميكروب

  .شود انم گيلدا اميني تشكر و قدرداني ميخ
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