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Abstract 
 

Background and purpose: Given the role of cancer stem cells in cancer, the aim of this study 

was to determine the expression of LGR5 marker in gastric cancer and its association with cagA genotype 

of Helicobacter pylori infection. 

Materials and methods: A case-control study was performed in gastric biopsy specimens from 

antrum and body during endoscopic examination of patients attending Sari Touba Clinic, 2017-2018. 

After reviewing the patient records, the samples from those aged 50 and higher were studied. Case group 

included gastric cancer specimens with H. pylori infection (n=30) and control group included non-

cancerous samples with H. pylori infection (n=30). LGR5 expression and presence of cagA were 

evaluated by IHC and PCR methods, respectively. 

Results: The mean ages of gastric cancer and control group were 69.5±10.1 and 62.3±7.8, 

respectively (P= 0.003). Twenty three patients (76.7%) in cancer group and 24 patients (80%) in control 

group were positive for cagA genotype. Overexpression of LGR5 was observed in 15 patients (51.7%) 

with gastric cancer and 11 patients (39.3%) in control group (P= 0.429).  LGR5 was also overexpressed in 

18 cases (40.9%) with cagA positive genotype and 8 cases (61.5%) with negative cagA genotype (P=0.22). 

Conclusion: High expression of LGR5 was observed in half of patients with gastric cancer but it 

was not significantly associated with cagA H.pylori genotype. 
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  چكيده
هدف از اين مطالعه تعيين     هاي بنيادي سرطان در ايجاد سرطان،         با توجه به نقش مطرح شده براي سلول        : و هدف  سابقه
  .باشد  ميهليكوباكترپيلوري عفونت Cag Aژنوتيپ  آن با  در سرطان معده و ارتباطLGR5بيان ماركر 

كننده به كلينيك تخصصي     هاي بيوپسي معده بيماران مراجعه     بر روي نمونه  شاهدي   -اين مطالعه مورد   :ها مواد و روش  
داشـتند   سـال    50هاي بيماران، افرادي كه سـن بـيش از           پس از بررسي پرونده   .  انجام گرفت  96-97طوبي در بازه زماني سال      

و گـروه   )  نفـر  30 (هليكوبـاكترپيلوري هاي بافت سرطان معده همـراه بـا عفونـت             شامل نمونه گروه مورد   . وارد مطالعه شدند  
 توسـط   LGR5وضـعيت بيـان مـاركر       . بودنـد )  نفـر  30( هليكوبـاكترپيلوري  همراه با عفونت      غير مبتلا  هاي بافت   نمونهكنترل  
  .عيين شد تPCR توسط روش cagA و ژنوتيپ IHCروش 

سـال بـود    3/62±8/7و   5/69±1/10 ميـانگين سـني در دو گـروه مبـتلا بـه سـرطان و گـروه كنتـرل بـه ترتيـب                         :ها يافته
)003/0=P .(23   نفر )در گـروه كنتـرل از نظـر ژنوتيـپ           ) درصـد  80( نفر   24در گروه مبتلا به سرطان و       ) درصد 7/76cagA 

) درصـد  3/39( نفـر    11از بيماران مبتلا به سرطان معده و در         ) درصد 7/51( نفر   15 در   LGR5 ماركربيان بالاي   . مثبت بودند 
 ژنوتيـپ افـراد بـا   ) درصـد  9/40( مـورد  18همچنين بيان بالاي اين مـاركر در    ).P=429/0(از افراد گروه كنترل مشاهده شد       

cagA درصد 5/61( مورد 8 مثبت و ( ژنوتيپافراد با cagA منفي ديده شد  )22/0=P.(  
داري بـا ژنوتيـپ       در نيمي از بيماران مبتلا به سرطان معده مشاهده شد و ارتباط معني             LGR5 ماركربيان بالاي    :اجاستنت

cagA يافت نشديلوريكوباكترپيهل .  
  

  LGR5، هليكوباكترپيلوري، سرطان معده :واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
 كـه   اسـت سرطان يكي از مشكلات سـلامتي انـسان         

شـود كـه در ايـن بـين          ا مـرگ مـي    ه ـ ساليانه سبب ميليون  
اي برخـوردار   هاي گوارشي از شيوع قابل ملاحظه   سرطان

دهد كه اكثر، نـه       مدارك و شواهد نشان مي     .)1(باشند مي
ق ـادي سـرطاني مـشت    ـاي بني ـ ـه ها از سلول   ه، بدخيمي ـهم
  .)2(اند شده

  
 ات و فناوري دانشگاه علوم پزشكي مازندران تامين شده استاست كه توسط معاونت تحقيق 3099اين مقاله حاصل طرح تحقيقاتي شماره.  
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 پژوهشي

Cancer Stem Cell (CSC)هاي  زيرگروهي از سلول 
هـاي بنيـادي يعنـي       تومورال بوده كـه خـصوصيت سـلول       

و تمـايز را داشـته،      ) خودنوسازي (self-renewalتوانايي  
 بـسياري از    برايهاي خوني و سپس       بدخيمي كه ابتدا در  

گـزارش  تومورهاي توپر از جمله سرطان هاي گوارشـي         
هـاي رايـج     رسد مقاومت به درمان    نظر مي  به. )4 ،3(گرديد

سرطان و عود مجدد تومور مربوط بـه مقاومـت انتخـابي            
   .)5(هاي بنيادي سرطان باشد سلول

LGR5 1  از خـانواده G-protein coupled receptor 
عنــوان مــاكر ســلول بنيــادي  ع بــ2007كــه در ســال بــوده 

 ينگ سـيگنال   مسير اين پروتئين . سرطان شناخته شده است   
Wnt   ايـن مـاركر نقـش مهمـي در         . )7 ،6(كنـد   را فعال مي

كانــسرهاي گوارشــي داشــته و در پروگنــوز بيمــاري نيــز 
كننده دارد و بعنوان يك مـاركر بـالقوه بـراي            نقش تعيين 

 و مطالعـات    )8(هاد شـده اسـت    گذاري درماني پيشن   هدف
هـاي   مختلف نشان داده اند كـه ميـزان بيـان آن در بافـت             

كانسري اوليه كولون و معده و متاستازهاي اين كانـسرها          
 .)9-13(باشــد هــاي غيركانــسري مــي چنــدين برابــر بافــت

هاي مختلفي از جمله جهش سـلول بنيـادي نرمـال            فرضيه
 تليـال    اپـي  هاي لسلونويسي مجدد     ، برنامه )15 ،14(اي  روده

 و تمـــايز ســـلول برگرفتـــه از مغـــز )17 ،16(تمـــايز يافتـــه
هـاي بنيـادي روده      عنـوان منـشا سـلول        به )19 ،18(استخوان

ــده  ــرح ش ــي   مط ــاي اپ ــد و فاكتوره ــه   ان ــك از جمل ژنتي
ــاكترپيلوري ــز بـ ـ)H.pylori (هليكوب ــل   ه ني ــوان عوام عن

هـاي بنيـادي سـرطان مطـرح         احتمالي ايجادكننده سـلول   
 پـــاتوژن يـــك كوبـــاكترپيلوريهلي .)21 ،20(اشـــندب مـــي

مثبـت و    CagA 2كه داراي دو نوع      است معده باكتريايي
 مثبـت   CagAنـوع    اتيولـوژيكي  نظـر  باشـد و از    منفي مي 

 يـك   CagAژن   .اسـت  ارتباط در معده سرطان تر با  بيش
 تليـال  اپي هاي سلول بوده كه بعد از انتقال به      انكوپروتئين

 توانـد  متعـددي مـي    سـيگنالينگ  رهايمعده از طريق مسي   
كه مطالعات   با توجه به اين .)21(سبب القاي بدخيمي شود   

                                                 
1. leucine-rich-repeat containing G-protein-coupled receptor 5 
2. Cytotoxin-associated gene A  

 را مــورد هليكوبــاكترپيلوريانجــام شــده نقــش ژنوتيــپ 
اند و همچنين با در نظر گرفتن اهميـت          بررسي قرار نداده  

هــاي  هــاي بنيــادي ســرطان و بــا توجــه بــه تفــاوت ســلول
ايـن مطالعـه بـا هـدف        ژنتيكي و نژادي در بروز سرطان،       

 و ســرطان معــده بــا LGR5بررســي ارتبــاط بيــان مــاركر 
 در اســتان مازنــدران بعنــوان هليكوبــاكترپيلوريعفونــت 

  .يكي از مناطق با ميزان بالاي سرطان معده انجام شد
  

  مواد و روش ها
ــورد  ــه م ــاهدي -مطالع ــر ش ــلاق   حاض ــد اخ ــا ك  ب

IR.MAZUMS.IMAMHOSPITAL.REC.1396.3099. 
هـاي آنتـروم و      هاي بيوپسي معده از ديواره     نمونهبر روي   

بــادي، طــي بررســي آندوســكوپيك از بيمــاران مراجعــه 
 كلينيـك (در شمال ايـران     كلينيك تخصصي   يك  كننده به   
پـس از   .  انجام گرفـت   96-97 در بازه زماني سال      )طوبي

 50هاي بيماران، افرادي كـه سـن بـيش از            بررسي پرونده 
ــه   ــتند وارد مطالع ــدندســال داش ــامل  . ش ــورد ش گــروه م

يماران آدنوكارسينوم اولـسراتيو معـده همـراه        بهاي    نمونه
ــت   ــا عفون ــاكترپيلوريب ــامل   هليكوب ــرل ش ــروه كنت و گ

، كنتــرلدر گــروه .  بــودگاســتريت مــزمن فعــال خفيــف
از متــاپلازي، ديــسپلازي و زخــم پپتيــك دچــار بيمــاران 

ضـعيت  تشخيص نمونه سـرطاني و و      .ندخارج شد مطالعه  
 بـر  آميزي گيمـسا  با رنگ گي به عفونت هليكوباكتر   آلود

وضـعيت  در مطالعه حاضر    . اساس گزارش پاتولوژي بود   
 توســط روش ايمونوهيــستوشيمي بررســي و LGR5بيــان 

 PCR نيــز هليكوبـاكترپيلوري بـراي تعيــين نـوع ژنوتيــپ   
 بـه  پارافينه هاي   بلوك ،DNAاستخراج   جهت .انجام شد 
كيـت   توسـط  و شد دهدا برش  ميكرون 8 الي   5ضخامت  

 طبــق كيــاژن شــركت پارافينــه بافــت  ازDNAاســتخراج 
پرايمرهاي  از استفاده با ابتدا .شد استخراج كيت پروتكل

 هويت هليكوباكتر، گونه  مختص 16SrRNAاختصاصي  
   Cag Aبـه منظـور تـشخيص ژن     )22(شده مشخص سويه

  
  



   با سرطان معدهLGR5 اني بنيارتباط ب
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ــاكترپيلورييهل ــتفاده Nested PCR از تكنيــك كوب  اس
  Nested PCR و PCRايمرهــاي مرحلــه اول پر. گرديــد

 Allele ID(7.5)بـا اسـتفاده از برنامـه    ) 1  شـماره جدول(
سايز مـورد انتظـار بـراي محـصول نهـايي           . ندطراحي شد 

 هـاي  براي كنترل كيفيت واكنش   . بوده است جفت باز    117
PCRدشاده ف، كنترل مثبت و منفي نيز است.  

ــي  ــراي بررس ــاركر  ب ــان م ــط روشLGR5 بي   توس
ــستوشيمي ــرش، ايمونوهي ــه ضــخامت   ب ــايي ب ــي 4ه  5 ال

ي پارافينه تهيه شد كه بعد از مراحـل         ها  ميكرون از بلوك  
ــي  ــارافين زدايـ  از Blockingو  AntigenRetrieval و پـ

بادي مونوكلونال سيگما كه بـه        هاي تشخيصي آنتي    كيت
  رقيـق شـده    Antibody diluent توسـط    200 بـه    1نسبت  

صـورت   هب ـ LGR5ز غشايي مـاركر     برو. بود، استفاده شد  
ها بصورت نيمه كمـي يعنـي نـسبت           در بافت رنگ بنفش   

هـاي تومـورال      هاي تومورال مثبـت بـه همـه سـلول           سلول
 درصـد بعنـوان     25 و بيان بالاي     مورد بررسي قرار گرفت   
  .بيان بالا درنظر گرفته شد

 و  24 نسخه   SPSSها توسط نرم افزار      در نهايت داده  
 مورد تجزيه و تحليل     Chi-square و   t-test تست آماري 
 در نظـر گرفتـه      P >05/0 داري يسـطح معن ـ  . قرار گرفت 

  .شد
  

   هايافته
 بيمار مبـتلا بـه سـرطان معـده     30اين مطالعه بر روي   

 فرد غيـرمبتلا بـه      30 مثبت بودند و     هليكوباكترپيلوريكه  
.  مثبـت بودنـد، انجـام شـد        هليكوباكترپيلوريسرطان كه   

ــانگين ســني در د ــه ســرطان و گــروه  مي ــتلا ب   و گــروه مب
ــه ترتيــب   ــرل ب ــود 3/62±8/7 و 5/69±1/10كنت  ســال ب

)003/0=P .(نـشان داده    2طوركه در جدول شماره      همان 
ها و محل گـرفتن بيوپـسي        شده است توزيع جنسي نمونه    

 نفر 23همچنين  . داري نداشت  در دو گروه اختلاف معني    
 80( نفـر    24در گروه مبـتلا بـه سـرطان و          ) درصد 7/76(

 مثبــت cagAدر گــروه كنتــرل از نظــر ژنوتيــپ ) درصــد
  ).P=1(بودند 

 بـا روش ايمونوهـسيتوشيمي در       LGR5بيان مـاركر    
 مـاركر بيان بـالاي    .  نشان داده شده است    1 شماره   تصوير
LGR5 ــر 15 در ــه  ) درصــد 7/51( نف ــتلا ب ــاران مب از بيم

از افــراد گــروه ) درصــد 3/39( نفــر 11ســرطان معــده و 
داري نداشــت  ل مــشاهده شــد كــه اخــتلاف معنــي كنتــر

)429/0=P()  3جدول شماره.(  
  

  
  

هـاي سـرطاني      سـلول در   LGR5 مـاركر    IHCنمـاي    :1تصوير شماره   
)A ( و نرمال)B(  400بزرگنمايي با× 

  
هـا   برخي از نمونه   PCRالكتروفرز محصولات   نتايج  

تصوير در  هليكوباكترپيلوري   Cag Aجهت شناسايي ژن 
 Ladder يـك    سـتون   نشان داده شـده اسـت كـه        2شماره
  جفـت بـازي    117محـصول   در ساير سـتون هـا       . باشد مي

 و 10، 9، 4 كه ستون دهد نشان ميمثبت را  cag Aموارد 
 همچنـين  .ساير موارد مثبت بودنـد  منفي cag Aبراي  20

افـراد بـا    )  درصـد  9/40( مـورد    18 در   LGR5بيان بالاي   
افـراد  ) درصـد  5/61(رد   مـو  8 مثبت و در     cagA ژنوتيپ

 منفي ديده شد كه اين اخـتلاف از نظـر           cagA ژنوتيپبا  
  ).3شماره  جدول ()P=22/0(آماري معني دار نبود 

  

  
  

  برخي از نمونه هاPCRالكتروفرز نتايج  :2تصوير شماره 
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  افت پارافينه در نمونه هاي بهليكوباكترپيلوريبراي تشخيص  PCRتوالي پرايمر و شرايط  :1 شماره جدول
 

PCR condition Product size Sequence ( 5'-3') Primer name نام ژن 
208 GCTCGTGAATGATAAGATAGTT 

CGC CAA GCA GTA ATA TCC 
Cag A F 
Cag A R 

 

Cag A  Single-Step PCR 35 cycles of 940C for 30 sec, 560C for 30 sec and 720C for 30 sec 

117 
GAT TAT TCT GAT TCG TTC AAG TT 

CGC CAA GCA GTA ATA TCC 
Cag A F 
Cag A R 

Cag A Nested PCR 

  
 هاي مورد بررسي در دو گروه      خصوصيات پايه نمونه   :2 شماره   جدول

 مبتلا به سرطان معده و گروه كنترل
  

 
  ) نفر30(كنترل 
  )درصد(تعداد 

  ) نفر30(سرطان معده 
 )درصد(تعداد 

 سطح 

  معني داري
      سن

  )3/23 (7 )3/43 (13 60 تا 50
  )3/23 (7 )40 (12  70 تا 61
  )40 (12 )3/13 (4 80 تا 71
  )3/13 (4 )3/3 (1  90 تا 81

03/0  

      جنس
  )30 (9 )50 (15  زن
  )30 (21 )50 (15  مرد

187/0  

      محل نمونه
  )30 (9 )7/46 (14 آنتروم
  )7/26 (8 )9 (30  تنه

  )40 (12 )6 (20 آنتروم و تنه
  )3/3 (1 )3/3 (1  فوندوس

37/0 

Cag A      
  )3/23 (7 )20 (6  منفي
  )7/76 (23 )80 (24  مثبت

1 

  
  دربين افراد مورد بررسي LGR5بررسي ميزان بيان ماركر :3 شماره جدول

  

 Low LGR5  متغير

 )درصد(تعداد 

High LGR5 

  )درصد(تعداد 
 سطح 

 معني داري

       گروه 

  )7/51 (15  )3/48 (14  سرطان معده
  )3/39 (11  )7/60 (17  كنترل

429/0 

       cagA ژنوتيپ

  )9/40 (18  )1/59 (26  مثبت
  )5/61 (8  )8/35 (5  منفي

22/0  

  
  بحث

 مــاركرنتــايج مطالعــه حاضــر نــشان داد بيــان بــالاي 
LGR5    از گروه مبتلا به سـرطان      )  درصد 7/51( در نيمي

و همكـاران    Buاي كه توسـط      در مطالعه . معده ديده شد  
 در مرحله يـك و دو       LGR5منتشر شده بود ميزان وجود      

ــده   ــسر مع ــد  8/51كان ــزارش ش ــد گ ــا )10(درص در  و ي
 و همكـاران انجـام گرفتـه        Simonاي كـه توسـط        مطالعه

 درصـد   81هاي سرطاني حدود       در بافت  Lgr5ميزان بيان   
هـاي اسـترومال سـرطاني        اين ميزان در سـلول    . بوده است 

 كــه ايــن تفــاوت در )12(ده اســت درصــد بــو63حــدود 
  هـاي نـژادي     توانـد بخـاطر تفـاوت      مطالعات مختلف مـي   

هـاي بررسـي     هـا و نيـز روش      هاي ويژگي نمونه   و تفاوت 
  .بيان باشد

نتــايج مطالعــه حاضــر نــشان داد نــسبت بيــان بــالاي  
 در گروه مبتلا بـه سـرطان معـده بـالاتر از             LGR5 ماركر

 دار نظـر آمـاري معنـي     گروه كنترل بود ولي اين اختلاف از        
 و همكــاران در Ueharaاي كــه توســط   در مطالعــه. نبــود

ــال  ــه   ،2013س ــيب وارده ب ــورد آس ــط DNAدر م  توس
افـراد    مثبـت در   LGR5هاي    در سلول  هليكوباكترپيلوري

مبتلا بـه سـرطان معـده توسـط روش ايمونوهيـستوشيمي            
  مثبـت  LGR5هـاي     انجام شده بود، متوسط تعداد سـلول      

ــراد    در افـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
 مثبــت هليكوبــاكترپيلوريمبــتلا بــه ســرطان معــده و    

و ) غير مبتلا به سرطان معده    (افراد نرمال   و در    1/8±7/11
 كــه ايــن ،)23(بــود 3/12±7/3 مثبــت هليكوبــاكترپيلوري

دارد نبـود و مـشابه نتـايج         مقدار نيز از نظـر آمـاري معنـي        
بـا ايـن حـال در اكثـر مطالعـات        . باشـد  مطالعه حاضر مـي   

حـاكي از بيـان افـزايش يافتـه ايـن مـاركر در              انجام شده   
 بـه . باشـد  هـاي غيـر مبـتلا مـي        سرطان در مقايسه با نمونـه     

 و همكاران   Yamanoiاي كه توسط     در مطالعه كه    طوري
 5 در بافـت كانـسري معـده         LGR5ميزان بيـان    انجام شد   
اي كـه     در مطالعـه   و يـا     )9(تر از بافت نرمال بود     برابر بيش 

 Lgr5اران انجام گرفته ميزان بيـان        و همك  Simonتوسط  
هـاي     بافـت  تـر از   بيش) درصد 81(هاي سرطاني     در بافت 

 اين تفاوت بين مطالعه حاضر      .)12(سرطاني بوده است  غير
 بخـاطر تفـاوت در      و ساير مطالعات انجـام شـده احتمـالاً        

كه در مطالعه حاضر و      طوري هجامعه مورد مطالعه باشد، ب    
هاي مورد بررسـي چـه در        مونه تمام ن  Ueharaنيز مطالعه   

 مثبــت H.pyloriگــروه بيمــاران و چــه در گــروه كنتــرل 
 در يـك مطالعـه حيـواني كـه توسـط          حـال  ني ـ با ا  .بودند
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Levi گــزارش شــد كــه بــودگرفتــه و همكــاران انجــام ، 
، ALDH1هاي بنيادي سـرطان از قبيـل         ماركرهاي سلول 

LGR5 و CD166   ــان ــوش جــوان بي ــده م  در مخــاط مع
در مقابل، سطح بيان براي هـر سـه شـاخص          . ارندپاييني د 

ــالاتر    ــوجهي در آدنوكارســينوم معــده ب ــل ت ــه طــور قاب ب
 و همكـاران در خـصوص       Wang  در مطالعه  و يا    )24(بود

هــاي آدنوكارســيونم معــده توســط   تنظــيم تكثيــر ســلول
LGR5   رساني    سازي مسير پيام    از طريق فعالWnt   نشان ، 
 يا سـركوب مـسير      LGR5 كه ناك داون كردن       شد  داده
 باعـث توقـف     C59 توسـط مهاركننـده      Wntرسـاني     پيام

   .)25(گردد تزايد سلولي و تهاجم سرطان معده مي
هــاي توســط  نتــايج مطالعــه حاضــر و بررســي نمونــه

PCR    نـشان داد  هليكوبـاكترپيلوري  براي بررسي ژنوتيپ 
ــالاي  ــان ب ــا    اخــتلاف معنــيLGR5بي ــراد ب ــين اف داري ب

در مطالعـه   . ت و منفي وجـود نداشـت       مثب cagA ژنوتيپ
Bessèdeــاران ــه و همكـ ــين نقـــش   كـ ــدف تعيـ ــا هـ  بـ

مزانـشيمي و    -تليـومي   در تبديل اپـي    هليكوباكترپيلوري
هــاي بنيــادي ســرطاني معــده در محــيط  در ظهــور ســلول

از  H.pylori كـه    بيـان شـد    ،آزمايشگاه انجـام شـده بـود      
، كـه يـك     CD44، سـبب افـزايش بيـان        cagAطريق ژن   

 كـه   )26(باشد، شده اسـت    ر سلول بنيادي سرطان مي    مارك

تـر    نياز به مطالعات بيش    cagAژن  براي تعيين دقيق نقش     
  . باشد با حجم نمونه بالاتر مي

هاي ايـن      از جمله محدوديت   حجم نمونه نسبتا پايين   
ــود  ــه ب ــاب   مطالع ــر انتخ ــه حاض ــوت مطالع ــاط ق  و از نق

 حـالي كـه در      اي بود كه مبتلا به سرطان نبودند، در        نمونه
ســاير مطالعــات از بافــت ســالم بيمــاران ســرطاني بعنــوان 

شود، از طرفـي خـود گاسـتريت         گروه كنترل استفاده مي   
همچنـين نقطـه    .  اثرگـذار باشـد    LGR5هم شايد بر بيـان      

قوت ديگر مطالعـه ايـن بـود كـه بـراي اولـين بـار نقـش                  
  . را مورد بررسي قرار دادcagA يعني H.pyloriژنوتيپ 

بيان بالاي  دست آمده از اين مطالعه       نتايج به  براساس
 در نيمي از بيماران مبتلا بـه سـرطان معـده            LGR5 ماركر

داري بـا گـروه كنتـرل        مشاهده شد، ولي اخـتلاف معنـي      
داري بين بيان بـالاي      از طرفي ديگر ارتباط معني    . نداشت
  . مشاهده نشدH.pylori با ژنوتيپ LGR5 ماركر
  

  سپاسگزاري
با حمايت معاونـت تحقيقـات و فنـاوري         اين مطالعه   

ــا كــد      انجــام 3099دانــشگاه علــوم پزشــكي مازنــدران ب
  .شده است
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