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   هليكوباكتر پيلوري ايزوله هاي در cagEسي وجود ژن برر
  خمهاي پپتيك، سرطان معده ز از بيماران مبتلا بهجدا شده 

  هاضمه هاي بدون زخم ءسوو 
  

   (.Ph.D) *+محمدرضا پورمند  (.Ph.D) * محمد حسن شيرازي
  (.M.Sc) *** وحيده آقارضايي محقق  (.Ph.D) ** محمدرضا حق شناس

  

  چكيده
 رود و عفونت مي  جدي در دستگاه گوارشي انسان به شمارعامل بيماريزاييهليكوباكترپيلوري به عنوان  : و هدفسابقه

 در cagEاين مطالعه به منظور بررسي وجود ژن .  باشدcagEناشي از آن ممكن است در ارتباط با وجود يا عدم وجود ژن 
  .هاي پپتيك و سرطان صورت گرفت زخم، هاي بدون زخم اضمههء با سوcagEهاي هليكوباكتر پيلوري و ارتباط  ايزوله

خون  واجد هاي اختصاصي بروسلا آگاروكمپيلوباكتر روي محيط  نمونه بيوپسي بيماران بر150 : ها مواد و روش
هاي بيوشيميايي،  دست آمده توسط تست ههاي ب پس از بررسي كلني .هاي سه گانه كشت داده شد گوسفندي وآنتي بيوتيك

 به بررسي وجود و يا عدم وجود ژن PCRتخراج ژنوم صورت گرفت، سپس به كمك پرايمرهاي طراحي شده و روش اس
cagE انجام شد.  

زخـم   هـاي بـدون زخـم،      هاضـمه  ءسـو   ايزوله به ترتيب از بيماران مبتلابـه       34،28،20،10 كشت مثبت ،   92 از : ها  يافته
 100، درصـد 23/88ترتيـب   ه  هـاي فـوق ب ـ     نمونـه   در cagEراوانـي ژن    ف. دست آمـد  ه  زخم معده و سرطان معده ب      عشر، اثني

  .مشاهده گرديد درصد 100، درصد 85، درصد
تواند شاخصي جهت  هاي مورد بررسي حضور اين ژن نمي در غالب ايزولهcagE با توجه به حضور ژن  : استنتاج

  .هاي فوق باشد تفكيك ابتلاء به بيماري
  

  هاي پپتيك، سرطان  ، زخمcagEلوري، هليكوباكترپي :كليدي هاي واژه
  

  مقدمه
  گرم منفي، ميكروآئروفيل، هليكوباكترپيلوري باكتري

  ن درـور مزمـكه به ط دـباش داراي تاژك مي مارپيچي و
اپيتليوم معده بيش از نيمي از مردم جهان قابل رديابي 

  اب معده ياــول التهــاريزا مسئــري بيمــن باكتــاي. است
  

  

   ، گروه پاتوبيولوژي دانشكده بهداشت ، دانشگاه علوم پزشكي  تهران14155-6446تهران، صندوق پستي -دكتر محمدرضا پورمند :ول ئمسف مول +
E-mail: mpourmand@tums.ac.ir 

  ايمنولوژي دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي مازندران ي واستاديار گروه ميكروبيولوژ **          استاديار گروه پاتوبيولوژي دانشكده بهداشت ، دانشگاه علوم پزشكي تهران *
  كارشناسي ارشد ميكروب شناسي دانشگاه آزاد اسلامي قم ***

  3/11/86: تاريخ تصويب            26/9/86: تاريخ ارجاع جهت اصلاحات           9/8/86: ريافت تاريخ د
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  كاران و هممحمدحسن شيرازي                                   هشي    پژو  
  

38  1387خرداد و تير  ، 64هم ، شماره هجد دوره                                                               مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                       

 يك  باشد و آلودگي با اين ارگانيسم      گاستريت مزمن مي  
هـاي گوارشـي و سـرطان      علامت خطر مهـم بـراي زخـم       

فاكتورهــــاي مهــــم بيمــــاريزايي . )1،2(معــــده اســــت
اوره آز، فــلاژل، ادهــزين،  : هليكوبــاكترپيلوري شــامل 

 و جزيـــرة  vacA ( ،cagA(سيتوتوكـــسين واكوئـــل زا  
رسد از همه    نظر مي ه  كه ب . باشد  مي (cagPAI)پاتوژنسيته  

  .)3،4( استcagPAI بيماريزاييمهمتر جزيرة 
cagPAI ــازي از   40 يــك جايگــاه ــو جفــت ب كيل

DNA باشد كه بـه وسـيله انتقـال افقـي از يـك قطعـه                مي
 به درون ژنـوم گلوتامـات      cagPAI. شود ميژنوم حاصل   

 ژن '3 و در انتهـاي    )5(شـود  راسماز كروموزومي وارد مي   
بـه وسـيله      ، cagناحيـه   . گيـرد  گلوتامات راسماز قرار مي   

 و  cagI به دو قسمت     bp 605اي به طول     عهجايگزيني قط 
cagII   4(شود مي تقسيم( .cagPAI   باشـد    ژن مي  31 شامل

 را IVهــا، سيــستم ترشــحي تيــپ   مــورد از ايــن ژن6كــه 
ــراي انتقــال مجموعــه  رمزگــذاري مــي هــاي  كننــد كــه ب

ملكولي متنوع در طول غـشاء بـاكتري بـه فـضاي خـارج              
  .)4(شود ميسلولي اختصاص يافته و ويژه 

 cagIدر مطالعــه انجــام شــده مــشخص شــد كــه ژن 
 cagE معـادل    picB بوده كه    PigB و   PigAشامل دو ژن    

ژن . )5(باشـد   مـي cagC , cagDهـاي    معـادل ژن picAو 
cagA    و پائيني تـرين بخـش        '3 در انتهاي cagPAI   قـرار 
  .)5(دارد

هليكوبــاكترپيلوري را بــر اســاس وجــود و يــا عــدم  
بنـدي    بـه دو تيـپ تقـسيم       vacA و   cagAهـاي    وجود ژن 

 cagA و vacAهــاي   دا راي ژنIكننــد كــه تيــپ    مــي
ثابـت  .  اسـت  cagA فاقد ژن    IIكه تيپ    باشد در حالي   مي

 غالباً در ايجـاد سـرطان معـده و          Iهاي تيپ    شده كه سويه  
  .)6،7(ندرزخم دوازدهه شركت دا

   معتقدنـد كـه     محققينبراساس مطالعات انجام شده،     

cagE    نسبت به cagA       ماركر بهتري از شـاخص cagPAI 

ــه ــاكترپيلوري منطقــه شــانگ  در ايزول هــاي  هــاي هليكوب
در بررسـي بعمــل آمـده مــشخص شـد كــه ژن     .)8(اسـت 
cagE  هاي جدا شده از بيماران        در نمونهH.Pylori  مثبت 

 cagAمـراه ژن     ه  بـه  درصـد  62در ايالات متحده حدود     
در ژاپـن   كه در مطالعه انجام شـده         در حالي  )9(بوده است 

 مثبـت  H.pylori در بيماران cagEمشخص شد كه ميزان    
در تحقيـق انجـام شـده در         .)10( بـوده اسـت    درصد 8/98

هاي زخم معده و زخم اثني عشر مـشخص          ژاپن در نمونه  
ــه ژن  ــب در cagEشــد ك ــه ترتي  3/91 و  درصــد9/92 ب

 و درچــين )11( جــدا شــده اســت  H.pylori از درصــد
 باعـث افـزايش     H.pylori در   cagEمشخص شد كـه ژن      

 و  cagAs1هـاي    كـه ژن   شـود در حـالي     مـي سرطان معده   
VacAm1   و VacAm2  هاي جـدا شـده از ايـن          در نمونه

  ديسپلازي غير زخمـي  و  سرطان معده  باكتري در بيماران  
(NUD) Non–Ulcer Dysplasia12( تفاوت ندارد(.  

علاوه بر عوامل ذكر شـده، عوامـل ژنـي ميزبـان بـه              
 نيـز شـايد در      محيطي شـامل رژيـم غـذايي      همراه عوامل   

در ايـن مطالعـه مـا       . )13(بروز بيماري شركت داشته باشند    
هـاي هليكوبـاكترپيلوري جـدا       به بررسي وضـعيت سـويه     

هـاي   ، زخـم  NUDهـاي    شده از بيماران همـراه بابيمـاري      
  . پرداختيمcagEپپتيك و سرطان از نظر وجود ژن 

  
  مواد و روش ها
   :جداسازي و كشت 

 بيوپسي از بيماران با مشكلات 150اين راستا در 
اي كه توسط پزشك متخصص تشخيص داده شده  معده

هاي آندوسكوپي بيمارستان شريعتي مورد  بود از بخش
ها براي كشت با استفاده  اين بيوپسي. بررسي قرار گرفتند

از سرم نرمال به آزمايشگاه ميكروبشناسي دانشكده 
  .تهران انتقال داده شدبهداشت دانشگاه علوم پزشكي 
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هاي بيوپسي سريعاً بر روي محيط بروسلاآگار  نمونه
 كمپيلوباكترسلكتيو آگار محيط كشت اختصاصي و

هاي  بيوتيك  درصد خون گوسفند و آنتي10حاوي 
، تلقيح Bو آمفوتريسين وانكومايسين، تريمتوپريم 

 و جار C گرديدند و سپس با استفاده از گازپك
 48-72گراد به مدت   درجه سانتي37 هوازي در اتو بي

  هاي به دست آمده  كلني. شوند ساعت قرار داده مي
   اسپيرال شكل، كاتالاز،  كه حاوي باسيل گرم منفي،

هاي  اوره آز و اكسيداز مثبت بودند، به عنوان كلني
سپس . شدند هليكوباكترپيلوري تشخيص داده مي

وري آ هاي موردنظر در آب مقطر استريل جمع كلني
 براي انجام كارهاي -20°گرديد و در دماي  مي

  .شد مولكولي نگهداري مي
  

 )PCR (Polymerase Chain Reaction:   
هاي نگهداري   ،ابتدا از نمونهPCRبراي انجام تست 

ه  بDNA درجه سانتيگراد استخراج -20شده در شرايط 
در اين مطالعه به منظور استخراج . عمل آمده است

DNA از DNA extraction Kit Diatom Kit) 
استفاده شده است كه بر مبناي استفاده از   ) Sigmaاز

GUSCN-Silica gel طراحي شده بود براي انجام تست 
PCR و تكثير قطعه bp500 ژن cagE از پرايمرهاي 

و ) 1جدول شماره (مناسب كه قبلاً توصيف شده بود 
PCR Machin) master Gradient از شركت 

Ependrofاستفاده شده است)  آلمان.  
  

   ureA وcagE  پرايمرهاي طراحي شده  ژن هاي  :1جدول شماره 
  

cagE-F 5'-TTGAAAACTTCAAGGATAGGATAGAGC-3' 

cagE-R 5'-GCCTAGCGTAATATCACCATTACCC-3' 

urea-
F(HPU-1) 5'-CCCAATGGTAAATTAGTT-3' 

urea-
R(HPU-2) 5'-CTCCTTAATTGTTTTTAC-3' 

  

 ureA، از ژن PCRأييد نتايج حاصل از به منظور ت
قبلاً  )ureA) bp411پرايمر براي تكثير ژن . استفاده شد

اين ژن به ). 1  شمارهجدول ()9(توصيف شده بود
ها وجود داشته و به  صورت حفاظت شده در تمام سويه

 استفاده cagEهاي منفي از نظر ژن  منظور بررسي نمونه
  ).1  شمارهجدول(گرديده بود 

 نيز به ATCC 43504 سوش هليكوباكترپيلوري از
  .منظور كنترل مثبت استفاده گرديد

  
   :cagE براي ژن PCRواكنش 

 ميكروليتر محصول طبق دستورالعمل ژن 50براي 
 5 ميكروليتر آب مقطر استريل، 35: آوران شامل فن

  ميكروليترMg2+ ،1 ميكروليتر 2ميكروليتر بافر، 
)(200µM dNTP ،2ر  ميكروليت)00 4ng ( از مخلوط

 super taq (U 2.5) ميكروليتر 3/0و ) F و R(پرايمر 

polymerase ميكروليتر از 5 و DNAاستخراج شده بود  .
:  ترموسايكلر با استفاده از برنامهتكثير قطعه در دستگاه

 دقيقه، 3 اوليه به مدت سازي رسوب درجه 95يك دماي 
 دقيقه و 1ه  درج52   دقيقه،1 درجه 94 سيكل 35سپس 

 درجه 72 دقيقه در دماي 7 دقيقه و در آخر 1 درجه 72
  .انجام گرديد

  
   :ureA براي ژن PCRواكنش 

 ميكروليتر 35:  ميكروليتر محصول شامل50براي 
 ميكروليتر 2 ميكروليتر بافر، 5مقطر استريل، آب 

3.5mM)(Mg2+ ،1ميكروليترdNTP،2مخلوط ميكروليتر از 
و ) 00ng) (Forward and Reverse primers 4( پرايمر

 5 و super taq polymerase (2.5U) ميكروليتر 3/0
برنامه مورد .  استخراج شده بودDNAميكروليتر از 

 براي تكثير اين ژن عبارت بود PCRاستفاده در دستگاه 
   5 درجه اوليه به مدت 95يك دماي دناتوراسيون : از
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  كاران و هممحمدحسن شيرازي                                   هشي    پژو  
  

40  1387خرداد و تير  ، 64هم ، شماره هجد دوره                                                               مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                       

 درجه براي 45،  دقيقه1 دقيقه براي 95 سيكل 35دقيقه، 
 دقيقه و در نهايت يك دماي 1 درجه براي 72 دقيقه و 1

  . دقيقه10 درجه براي 72
 درصد 2دست آمده در ژل ه  بPCRمحصول 

با استفاده   وآميزي شده رنگآگاروز با اتيديوم برومايد 
 ترانس UVاز الكتروفورز ران شد و سپس با استفاده از 

  .لومينيتور باندها مشاهده گرديد
  

  يافته ها
 92 زن، 72 مرد و 78 نمونه بيوپسي متعلق به 150از 

  نمونه مربوط به افراد مبتلا34كشت مثبت بدست آمده كه 
 عشر،  نمونه مربوط به افراد مبتلا به زخم اثنيNUD ،28به 
 نمونه 10معده و  نمونه مربوط به افراد مبتلا به زخم20

 PCRبعد از  .مربوط به افراد مبتلا به سرطان معده بود
  مشاهده شده در ژل آگارز به عنوان نمونهbp500محصول 

و ) 1  شمارهشكل(شد  در نظر گرفته ميcagEحاوي ژن 
 ژن bp411 منفي كه حاوي محصول cagEهاي  نمونه
ureA بودند به عنوان نمونه cagEشدند  منفي تاييد مي .  

  

  
  

  برbp 500اندازهبه  cagE مشاهده باند متعلق به ژن : 1 شماره شكل
 و 4، 3 ،2ستون هاي  ستون اول كنترل منفي و: روي ژل الكتروفورز

  .  مثبتcagE  ايزوله هاي5

 را  cagEژن )  درصد39/92( ايزوله 85در كل 
هاي مرتبط   در سويهcagEفراواني ژن . كردند حمل مي

  . نشان داده شده است2  شمارهبا هر گروه در جدول
  

 دربيماران مبتلا به زخم هاي cagEاني ژن فراو  :2  شمارهجدول
  NUD سرطان معده و پپتيك،

  

 +cagE تعداد 

Gastric Cancer 10 10(100%) 
Duodenal Ulcer 28 28(100%) 

Gastric Ulcer 20 17(85%) 
Non Ulcer Dyspepsia 34 30(88,24%) 

  

  بحث
مشخص هاي بعمل آمده در اين تحقيق  در بررسي

 بيماران H.Pylori از  درصد92ر  دCagEشد كه ژن 
همانطور كه در نتايج اشاره شد ژن . است جدا شده

cagE  در هليكوباكترپيلوري بر روي cagPAI واقع شده 
  .شود و به عنوان يك فاكتور مهم محسوب مي

Dayه ــــد كــــردنــان كــــش بيـــارانــ و همك
 در كودكان cagEهاي داراي ژن  هليكوباكترپيلوري

در . )13(شوند كانادايي با زخم دوازدهه مشاهده مي
 و همكارانش بيان گرديد كه حضور كامل Jenksمطالعه 
هاي بيماران با زخم دوازدهه   در ايزولهبيماريزاجزيره 

همين حال آنها نشان  در. )14(بيش از گاستريت است
 cagPAIدادند كه هيچ ژن مناسب و قابل اعتمادي در 

ميزان  .واند مرتبط باعلائم باليني باشدوجود ندارد كه بت
 جامعه 3 در H.Pylori در بيماران +cagEهاي  ايزوله

Malay ،Indian ،Chinese به ترتيب 2005 در سال 
در مطالعه  .)15(  درصد39 و6/81 ،70: عبارت بود از 
 حضور 2005 و همكاران در سال Tiwariديگري توسط 

 5/87 ان هندي در ايزوله هاي بزاق بيمارcagEژن 

nvwnدرصد92/ 5  گزارش شد كه از اين مقدار  
 NUD بيماران  درصد5/77 بيماران داراي زخم و
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 بيمار 81هاي عمل آمده بر روي  در بررسي.)16(بودند
 8/98( نمونه 80 مثبت بوده اند در H.Pyloriكه از 
 و در مطالعه )10( جدا شده استcageژن ) درصد

م معده و زخم اثني عشر ژن هاي زخ جداگانه از نمونه
CagEاز  درصد3/91 و درصد 9/92  به ترتيب در 

H.Pyloriتحقيق انجام شده  در. )11( جدا شده است  
 باعث افزايش cagEچين مشخص شد كه ژن  در

Gastric Cancer2002در سال  .)12(شود  ميFukuta  و 
 از  درصد8/98 همكارانش متوجه شدند كه حدود

  cagE بودند و يك بيمار فاقد cagEژن ها داراي  ايزوله
كردندكه  بنابراين آنها بيان. بود كه مبتلا به گاستريت بود

 و علائم باليني وجود  cagEهيچ ارتباطي بين موقعيت 
  .)17(ندارد

LI پس از مطالعات 2006 و همكارانش نيز در سال 
 در cagEخود به اين نتيجه رسيدند كه فراواني ژن 

 بود   )     (درصد 99 بيماران در منطقه شانگهاي چين
بيشتر )   =       cagA) % 8/84كه اين ميزان در مقايسه با 

 بيمار داراي گاستريت cagE+ ،17در ميان بيماران . بود
 بيمار داراي گاستريت آتروفي مزمن، 21سطحي مزمن، 

 بيمار داراي زخم 23 بيمار داراي زخم معده، 18
 بيمار داراي سرطان معده بودند و ميزان 19دهه و دواز

 100 و 100، 100،7/94 و100فراواني هر يك به ترتيب 
همچنين آنها متوجه شدند كه از بين اين .  بوددرصد
cagE+  ،سويه 14ها cagA-بنابراين آنها به اين .  بودند

 شاخص مهمتر و بهتر از فاكتور cagEنتيجه رسيدند كه 
cagPAIران آلوده به هليكوباكترپيلوري در  در بيما

  .)8(هاي بود منطقه شانگ
Podzorski بر روي 2003 و همكاران وي در سال 

بيماران منطقه ميدوست ايالات متحده امريكا مطالعاتي 
 را در اين cagEآنها ميزان فراواني ژن . انجام دادند

آنها در تحقيقاتشان .  تخمين زدند درصد62بيماران 

 مثبت نيز cagAها،  مثبتcagE كه تمامي متوجه شدند 
  .)9(بودند

 cagE+) 85( ،10هاي  در مطالعه ما در ميان ايزوله
بيمار داراي زخم دوازدهه، 28بيمار داراي سرطان معده، 

 NUD بيمار داراي 34 بيمار داراي زخم معده و 17
 و 85، 100، 100بودند كه فراواني آنها به ترتيب، 

داري با  ين مقادير تفاوت معني بود كه ا درصد24/88
، ميدوست )درصد 3/0(مقادير گزارش شده در چين

هاي مالزيايي  و قوميت)  درصد62( ايالات متحده امريكا
)Malay 70 درصد، Indian 6/81 و  درصدchinese 39 

هاي   در ايزوله cagEدهد كه ژن  دارد و نشان مي) درصد
H.pyloriمهمي در ايجاد تواند نقش مؤثر و  در ايران مي 

  .هاي پپتيك دارا باشد زخم
هاي مرتبط با  مطابق با نقش اين ژن در سويه

رسد كه  هاي معدي دراين كشورها به نظر مي بيماري
 در اكثر قريب به شناساگرتواند به عنوان   ميcagEوجود 

هاي هليكوباكترپيلوري در كشور ما نيز در  اتفاق سويه
 گفته شد فراواني ژنكه  طور همان .نظر گرفته شود

cagEداري با مقادير گزارش شده   در ايران، تفاوت معني
ولي با  در چين، ما لزي و ايالات متحده آمريكا دارد

هاي ما همخواني  توجه به مطالعه محققان در ژاپن با يافته
در cagE  به حضور ژن توجهبايد توجه داشت با . دارد

تواند  ژن نميهاي مورد بررسي حضور اين  نمونهغالب 
هاي  خمزبيماران مبتلا به شاخصي جهت تمايز ابتلاء 

  .هاي بدون زخم باشد هاضمهءپپتيك، سرطان معده و سو
  

  سپاسگزاري
دانند تا از  نويسندگان اين مقاله بر خود لازم مي

متخصص گوارش  آقاي دكتر ناصر ابراهيمي درياني
ر هاي بيوپسي كمال تشك جهت در اختيار گذاردن نمونه

  .را داشته باشند
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