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Abstract 

Background: Helicobacter pylori iceA gene has been reported to be a genetic marker for the 
development of peptic ulcer in western populations. The aim of this study was to investigate the 
prevalence of iceA genotypes and their relationship with peptic ulcer in Iran. 

Materials and Methods: This observational study was carried out on 75 patients. Biopsy 
specimens were evaluated for the presence of Helicobacter pylori through rapid urease test. GlmM 
gene and iceA1 and iceA2 genotypes allelic verification and variation culture were determined via 
PCR. 

Results: In this study, iceA1 and iceA2 alleles were identified in peptic ulcer disease (PUD) 
patients. IceA1 genotype (64%) was more prevalent than iceA2 (21.3%). IceA1 strains were more 
observable in patients with PUD. No significant relationships were seen between iceA genotypes and 
the clinical outcomes following infection (p= 0.71).  

Conclusion: This study revealed a significant two-tailed correlation between iceA genotypes 
and PUD occurrence. The results indicate that iceA1 gene can be used as a reliable marker in 
predicting the clinical outcomes of Helicobacter pylori infection. Therefore, further in-vitro and in-
vivo investigations are needed for reaching general consensus in this regard. 
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هلیکوباکتر پیلوري جدا شده از بیماران مبتلا به زخم  iceA هاي شیوع ژنوتیپ
  1388معده شهرستان ساري در سال 

  
  3تقوایی ترنگ  دکتر،*2مبارز محبتی اشرفدکتر  ،1آبادي بزمین طالبی امین

  
  ، تهران ، ایرانمدرس تربیت دانشگاه پزشکی دانشکده علوم شناسی، يگروه باکترکارشناس ارشد میکروب شناسی،  -1
 شناسی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایراني  دانشیار، میکروب شناسی، گروه باکتر-2

  ، مازندران ، ایرانمازندران پزشکی علوم دانشگاه گروه داخلی، گوارش، تخصص فوق استادیار، -3
  

 19/12/88یخ پذیرش  ، تار27/10/88تاریخ دریافت 
 چکیده

ي به عنوان یک مارکر ژنتیکی مرتبط با زخم معده گزارش لوریپ کوباکتریهل iceA ژندر جوامع غربی  :زمینه و هدف
 زخم معده در ایران  با و ارتباط آنپیلوري هلیکوباکتر iceA هاي ژنوتیپ شیوع بررسی ،مطالعه این هدف از. شده است
  .بوده است

هاي بیوپسی بیماران  نمونه. ه استشد انجام ماریبنفر  75 يروبر  اي مشاهده روش ابپژوهش حاضر  :ها مواد و روش
 و  1iceA هاي ژنوتیپ آللیک تغییراتو  تایید کشت و glmM ژنجهت حضور هلیکو باکتر پیلوري با تست اوره آز، 

2iceA با  نیزPCR شدند تعیین. 
 1iceA )64 ژنوتیپ .در بیماران مبتلا به زخم معده شناسایی شدند 2iceA و 1iceA در این مطالعه دو الل :ها یافته
بیشتر در بیماران داراي زخم  1iceAهاي  سویه. داشت)  درصد3/21( 2iceA ژنوتیپ از  نسبت بهبالاتري فراوانی) درصد

 عفونت بعد کلینیکی قبعوا با iceA هاي ژنوتیپ بین داري یمعن ارتباط گونه هیچ در این پژوهش. معده مشاهده شدند
  ).=71/0p(نشد مشاهده

 را )PUD( معده زخم بیماري وقوع و iceA هاي ژنوتیپ بین را اي طرفه دو دار معنی ارتباط مطالعه  این:نتیجه گیري
 عواقب گویی پیش در اطمینان قابل مارکر یک عنوانه ب تواند می 1iceA ژن که آنست از حاکی نتایج. کند تایید می
 یک  رسیدن بهبراي invivo و invitro بیشتر تحقیقات لذا. گیرد قرار استفاده مورد پیلوري هلیکوباکتر عفونت کلینیکی

 .رسد می نظر به ضروري  مورداین در عمومی توافق
   زخم معده،  iceA  ،PCR هلیکوباکترپیلوري، : کلیديواژگان
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  مقدمه
هلیکوباکتر پیلوري یک باسیل، اکسیداز، کاتالاز 

 مردم دنیا به آندرصد  50 که بیش از  استآز مثبت و اوره
 عامل به عنوانعفونت هلیکوباکتر پیلوري . باشند آلوده می

عامل خطر چنین اصلی ایجاد زخم معده، دوازدهه و هم
. بالقوه در شروع آدنوکارسینوماي معده شناخته شده است

 این باکتري (WHO) سازمان بهداشت جهانی 1994در سال 
بندي و  را به عنوان یکی از عوامل تیپ یک کارسینوژن طبقه

در قاره آسیا هلیکوباکتر پیلوري شیوع بسیار . )1(معرفی کرد
ترین سرطان در  ه کشندهبالایی دارد و آدنوکارسینوماي معد

طیف وسیعی از عوارض . )2(شود خاوردور محسوب می
گوارشی متعاقب ابتلاي به این باکتري دال بر این حقیقت 

هاي باکتري در کنار عوامل  است که برخی خصوصیت
تظاهرات نهایی عفونت ناشی از این باکتري محیطی بر 

 در هاي متعدد علی رغم تاثیر ژن .)3-5(تاثیرگذار است
 مطالعات گسترده هنوز یک ارتباط )4-7(ویرولانس باکتري

قطعی بین عواقب کلینیکی عفونت با یک ژن خاص 
در هر صورت این باور در بین محققان . مشخص نکرده است
ایجاد  هاي ویرولانت توانایی بیشتري در وجود دارد که سویه

یکی از . )8( گوارشی به ویژه زخم معده دارندهاي بیماري
 است که به عنوان یکی از iceAهاي مورد نظر  ن ژنای

کاندیدهاي موثر در پاتوژنز هلیکوباکتر پیلوري معرفی شده 
 Induced by contact) یا iceAعملکرد ژن  .)9(است

with epithelium) که معمولا به دنبال تماس مستقیم 
شود  سطحی هلیکوباکتر پیلوري با مخاط معده بیان می

اولین بار این ژن  .)10-14(ه باقی مانده استتاکنون ناشناخت
 داراي دو iceAژن . )12(و همکاران معرفی شدپیک توسط 

 مولد 1iceAآلل . باشد  می1iceA و 2iceAهاي  آلل به نام
یک پروتئین مشابه آنزیم اندونوکلئاز نایسریا لاکتامیکا 

 یک پروتئین با 2iceAباشد در حالی که محصول آلل  می
اسید است؛ این دو محصول هیچ ارتباطی با  آمینو 59

نتایج برخی مطالعات حاکی از ارتباط بین . یکدیگر ندارند
 از این رو .)16 ،15(هاي گوارشی است  با زخم1iceAآلل 

 iceAهاي  پژوهش حاضر نیز با هدف تعیین شیوع ژنوتیپ

 از بیماران مبتلابه زخم معده ههلیکوباکترپیلوري جدا شد
  . صورت پذیرفته استشهرستان ساري

  
  مواد و روش ها

 75پژوهش حاضر با روش مشاهده اي برروي 
 بیمار مبتلا به اختلال 89 ابتدا از. بیمار انجام شده است

گوارشی داراي اندیکاسیون اندوسکوپی و بدون سابقه 
 آمده که در نهایتگیري به عمل  مصرف آنتی بیوتیک نمونه

هاي بالینی  ساس یافته بیمار مبتلا به زخم معده بر ا75
  . شدندمطالعه اندوسکوپی شده و براي بررسی وارد 

هاي   نمونه ابتداکشت و جداسازي باکتريبراي 
بیوپسی تهیه شده از آنتروم بیماران درون محیط 
تایوگلیکولات استریل و فلاسک محتوي یخ قرار داده شد و 

 ساعت جهت بررسی بیشتر به آزمایشگاه میکروب 3ظرف 
ها بعد از  بیوپسی. ی دانشگاه مازندران انتقال یافتندشناس

 ,Merck(هموژنیزاسیون روي محیط کلمبیا آگار 
Germany ( خون دفیبرینه گوسفندي، درصد  7غنی شده با

هاي منتخب  آنتی بیوتیک سرم جنینی گاو،درصد  7
 ,B) ( MASTونکومایسین، تري متوپریم و آمفوتریسین (

UK (دي اکسید کربن  درصد 7وفیل در شرایط میکروآئر
)Binder, USA( رطوبت اشباع و همچنین در دمايC ◦37 

بعد از انکوباسیون بر اساس .  روز انکوبه شدند6-7بمدت 
 هاي مثبت اکسیداز، کاتالاز، اوره ها، تست مورفولوژي کلنی

دنبال ه  ب. مشخص گردیدآز و مشخصات میکروسکوپیک
هاي  ، در کشت)Primary Isolation(جداسازي اولیه 

 هدف جلوگیري از ورود باهاي تک  ثانویه کشت کلنی
  . انجام شدچندین سویه از یک فرد به مطالعه ژنتیکی

 1iceAو  2iceAهاي   و تکثیر ژنDNAاستخراج 
 به کمک کیت تجاري DNAاستخراج  و PCRبا روش 

غلظت .  از کشور کره جنوبی انجام شد Bioneerشرکت
DNA260ر  استخراج شده د  ODدر این .  بررسی شد

 حضور هلیکوباکتر پیلوري  براي تائید glmMمطالعه از ژن 
با ) PCR(اي پلیمراز  هاي زنجیره واکنش. استفاده گردید

کلیه . صورت پذیرفت) 1جدول(استفاده از پرایمرهاي ذیل
 از کشور  Bioneerپرایمرهاي این تحقیق توسط شرکت

  .کره جنوبی سنتز شدند
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  PCRمراه سکانس و وزن مولکولی محصول ه پرایمرهاي مورد استفاده  به.1جدول
  PCRوزن محصول                قطعه تکثیر شده سکانس  ژن

glmM F: AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT 
R: AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC 

294bp 

iceA1 F: GTGTTTTTAACCAAAGTATC 
R: CTATAGCCATTATCTTTGCA 

247bp 

iceA2 F: GTTGGGTATATCACAATTTAT 
R: TTTCCCTATTTTCTAGTAGGT 

229bp 

  
 میکرولیتر بود که PCR 20حجم کلی واکنش 

 5/0 و DNA میکرولیتر 1 میکرولیتر مخلوط مستر، 18شامل 
 PCR  برنامه.شود را شامل میمیکرولیتر از هرکدام پرایمرها 

 درجه جهت 90 دقیقه در 4 شامل 2iceA وiceA 1 هاي ژن
 درجه جهت اتصال 57 دقیقه در 1 و سپس DNA باز شدن

 دقیقه جهت طویل سازي 2و در نهایت پرایمرهاي مربوطه، 
 سیکل انجام 32 درجه در 72رشته محصول در دماي 

 دقیقه در 1 شامل glmMژن PCR همچنین برنامه . پذیرفت
 56 ثانیه در 45 و سپس DNAشدن   درجه جهت باز90

 45 در پایان هم  وربوطهدرجه جهت اتصال پرایمرهاي م
 درجه در 72ثانیه جهت طویل سازي رشته محصول در دماي 

 براي PCRهاي  واکنش.  سیکل مورد استفاده قرار گرفت31
هاي نامبرده شده به صورت جداگانه انجام و محصولات  ژن

PCR 45 به مدت 80 درصد با ولتاژ 2 بر روي ژل آگاروز 
 عکس UVبور تحت نور از ژل مز. دقیقه الکتروفورز شدند

مورد بررسی قرار گرفتند لازم به گرفته و باندهاي مربوطه 
ذکر است که کلیه نمونه ها موافقت خود را با شرکت در 

نامه کتبی اخذ  این مطالعه اعلام داشته و از تمام آنها رضایت
  .گردیده است

 SPSS  از نرم افزار از طریقهاي این مطالعه  داده
کاي اسکویر مورد تجزیه آزمون فاده از و با است 15نسخه 

  .تحلیل قرار گرفتند
 ها یافته

 بیمار مبتلا به زخـم معـده   89از در پژوهش حاضر   
 درصد آنها براي هلیکوباکتر پیلوري مثبـت بودنـد کـه            5/84

هـا بعـداز کـشت بـا اوره آز، کاتـالاز، اکـسیداز و           این ایزوله 
هـاي   لل و آiceAحضور ژن   .  تایید شدند  glmMحضور ژن   

 بــا محــصول PCR در 2iceA و 1iceAآن بــه ترتیــب بــراي 
  ). 1شکل(مورد مطالعه قرار گرفت bp 247 و bp 229سایز

 در هلیکوبـاکتر  2iceA و iceA 1هـاي   فراوانی ژن
 درصد و 64هاي بیماران مبتلا به زخم معده به ترتیب        پیلوري

)  درصـد iceA) 64 1ژنوتیـپ   .  درصد مشاهده گردید3/21
ــالاتري دار ــه اي فراوانــی ب  2iceA) 3/21 ژنوتیــپ نــسبت ب

 6/2( سـویه  2 پـژوهش  ن در ای).2جدول (بوده است  ) درصد
نیـز  )  درصـد 9( سـویه  7داراي هـر دو آلـل بودنـد و        ) درصد

ــل  ــک از آل ــیچ ی ــد  داراي ه ــا نبودن ــاط  . ه ــه ارتب ــیچ گون ه
  از  با عواقب کلینیکی بعـد     iceAهاي    داري بین ژنوتیپ    معنی  

هاي مختلف    فراوانی ژنوتیپ  ).=71/0p(اهده نشد عفونت مش 
 آمـده  2در جمعیت مورد مطالعه به طـور خلاصـه در جـدول      

  .است
  

   فراوانی ژنوتیپ هاي مختلف در جمعیت مورد مطالعه. 2جدول 
  ترکیب

 ژنوتیپ 
  ها

iceA1(-) 
iceA2 (-) 

iceA1(+) 
iceA2 (-) 

iceA1(-) 
iceA2(+) 

iceA1(+) 
iceA2(+) 

فراوانی 
تیپ ژنو
در 

  بیماران

%9  %64  %3/21  %6/2  

  

 
  

 1، از چپ به راست؛ چاهک PCRالکتروفورز محصولات . 1شکل
  3کنترل منفی،  چاهک  شامل 2 جفت بازي، چاهک 100 مارکرشامل
 iceA 1 ایزوله هاي کلینیکی  شامل 5،4 کنترل مثبت، چاهکهاي شامل
  )bp) 229 مثبت 2iceAایزوله  (6 چاهک و)  bp) 247مثبت
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داري بـین   در مطالعه حاضر هیچگونه ارتباط معنـی    
ــپ  ــشاهده     2iceA و 1iceAژنوتیـ ــت مـ ــسیت جمعیـ و جنـ

دار  همچنین در این مطالعه یک ارتباط معنـی  ).=71/0p(نشد
هـاي   با بروز زخـم   2iceA و 1iceAهاي  مشخص بین ژنوتیپ  
 ).=03/0p(گوارشی مشاهده شد

  
  بحث

اتیولوژیک هلیکوباکتر پیلوري از عوامل مهم 
هرچند افراد زیادي به . هاي گوارشی شناخته شده است زخم

آنها درصد  15شوند اما تنها  این ارگانیسم پیچیده آلوده می
عوامل . )17(شوند هاي گوارشی مبتلا می به انواع بیماري

-7(اند ویرولانس متعددي در هلیکوباکتر پیلوري معرفی شده
 ,alpA, SabA, SabBرباکتري نظیهاي این   اما ادهسین.)5
،BabA و iceA18(اند  همواره مورد توجه و مطالعه بوده( .

 یک فاکتور ویرولانس و ادهسینی مهم در این iceAژن 
 است، که  1iceA و 2iceAباکتري است که داراي دو آلل 

فعالیت اصلی این ژن تاکنون شناخته نشده اما گزارش شده 
تلیال معده این ژن بیان هاي اپی  که در تماس باکتري با سلول

از طرفی مطالعات اپیدمیولوژي مختلف نیز . )10-14(شود می
هاي مختلف آن را با زخم معده، زخم  ارتباط این ژن و الل

دئودنال و سرطان معده در نواحی جغرافیایی مختلف به 
 1iceA گزارش شده که اخیراً. )16 ،15(اثبات رسانیده است

 نیز افزایش IL8تحریک و غلظت در تماس با اپیتلیوم معده 
نتایج این مطالعه حاکی از حضور درصد بالاي . )12(یابد می

که  ؛ درحالیبودهدر بیماران مبتلا به زخم معده iceA 1 آلل
درباره ارتباط بین . درصد کمی مشاهده شد 2iceAمیزان 

حضور این ژن و زخم معده ، زخم دئودنال و سرطان معده 
یاماکا و . و نقیضی وجود دارددر دنیا گزارشات ضد 

 و 2iceA هاي  هرگونه ارتباط بین آلل)19(همکاران در ژاپن 
1iceA  اند؛ در حالی  هاي گوارشی را رد کرده با بروز اختلال

.  این ارتباط تایید شده است)20( و امریکا)16(که در هلند
 در 2iceAالبته در بعضی از گزارشات فراوانی ژنوتیپ 

در ایران، . )21( به زخم معده گزارش شده استبیماران مبتلا
 بیمار، میزان شیوع ژنوتیپ 20در شهرستان بابل و نیز در بین 

1iceA 2 درصد، و میزان ژنوتیپ 7/66 در حدودiceA نیز 
در ترکیه نیز . )22( درصد گزارش شده است8/23حدود 

1iceA 2ها و   درصد سویه2/32 درiceA درصد 8/13 نیز در 
نتیجه . )23( هلیکوباکتر پیلوري گزارش شده استهاي سویه

 تواند می همچنان iceAدهد که ژن  این تحقیقات نشان می
به عنوان یک مارکر مناسب در تشخیص و تمیز برخی 

هاي ویرولانت در ایجاد زخم معده مورد مطالعه قرار  سویه
 اختلافات مشاهده شده در این تحقیقات  و همچنینگیرد

گوناگون و هاي   مبین تنوع ژنتیکی اقلیم بخوبیتواند می
 زندگی در نواحی مختلف  اقتصادي اجتماعیسطوح مختلف

 و invitroبا توجه به اهمیت این ژن، مطالعات . دنیا باشد
invivo روي عملکرد ژنiceA  به منظور کشف ارتباطات 

هاي ارتباط میکروب و میزبان ضروري  دقیق آن با سایر جنبه
ارتباط قطعی همزمانی بروز هر   است،زماز طرفی لا. است

 با اختلالات گوارشی در  iceAهاي ژن آللیک از 
اي با حجم نمونه بالا به همراه سایر مطالعات ژنتیک  مطالعه

  . مولکولی انجام پذیرد
  

  نتیجه گیري
 گویی پیش در مارکر مناسبی تواند می 1iceA ژن

 استفاده مورد پیلوري هلیکوباکتر عفونت کلینیکی عواقب
 براي invivo و invitro بیشتر تحقیقات لذا. بگیرد قرار

 نظر به ضروري  مورداین در عمومی توافق یک رسیدن به
  .رسد می
  

  تشکر و قدردانی
از دانشگاه تربیت مدرس و دانشگاه علوم پزشکی 

 همچنین خانم عبدولی مازندران به دلیل حمایت مالی طرح و
 تشکر و ،اري نموده اندکه در تایپ و ویراستاري همک
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