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Abstract 
Background: Drug-resistant strains and poor treatment response is the main reason for the failure in 

Helicobacter pylori (H. pylori) eradication. Unsaturated fatty acids with more than one double bond (PUFAs) have 

inhibitory effect on bacterial growth. Therefore, the aim of this study is to investigate the effect of Omega fatty acids 

on caspase-8 gene expression in H. pylori infected patients with dyspeptic symptoms. 

Methods: In this double blind clinical trial study in which 34 H.pylori infected patients with dyspeptic symptoms 

were randomly divided into two groups of 17 patients, the control group receiving standard triple therapy (including 

amoxicillin, clarithromycin and omeprazole) and the intervention group receiving standard therapy with omega-3, 

omega-6 and omega-9 fatty acids for two weeks. After treatment, Gene expression levels of Caspase-8 enzymes as 

well as the semi-quantitative of these proteins were studied with PCR Real-time method and frozen section and 

immunohistochemistry, respectively. 

Results: In the case group compared with the control group, a significant increasing in the expression of caspase 

-8 genes was observed (p=0.002). The protein level of active caspase -8 enzymes was significantly increased in the 

case group compared with the control group (0.004). 

Conclusion: The Omega fatty acids along with standard triple therapy lead induce apoptosis is stomach. 
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 چکیده
. اسیدهای چرب غیر اشباع است هلیکوباکتر پیلوریدر ریشه کن سازی  مدیآناکار، علت اصلی به درمان سویه های مقاوم به دارو و پاسخ نامناسب :زمینه

بیماران آلوده به  بر بیان کاسپازها در معده اسیدهای چرب امگا تاثیرمطالعه حاضر به لذا دارند. تاثیر مهاری بر رشد باکتری  ،دوگانهبا بیش از یک پیوند 
 است.با علایم دیسپپتیک پرداخته  هلیکوباکترپیلوری

، گروه کنترل نفره 71دو گروه بطور تصادفی به با علائم دیسپپتیک  هلیکوباکترپیلوری بیمار آلوده به 43در مطالعه کارآزمایی بالینی دوسوکور،  :روش کار
چرب )شامل آموکسیسیلین، کلاریترومایسین و امپرازول( و گروه مورد دریافت کننده درمان استاندارد همراه با اسیدهای  دریافت کننده درمان استاندارد سه گانه

و میزان نیمه  PCR Real-Timeروشبه ، 8-پس از پایان دوره درمان،  میزان بیان ژن آنزیم کاسپازیدند. تقسیم گرد به مدت دو هفته، 9-و امگا 6-، امگا4-امگا
های مورد مطالعه، میانگین نتایج بدست آمده توسط نرم بدلیل مستقل بودن گروهکمی این پروتئین به روش برش انجمادی و ایمنوهیستوشیمی بررسی گردید. 

 .( >50/5p) دو گروه مقایسه شدند ویتنی در-و من Independent Sample t-Testتوسط آزمون  ودر هر گروه محاسبه  SPSSافزار آماری 
میزان درصد پروتئین آنزیم همچنین  .(=58/5pرا نشان داد ) (=p 550/5معنادار )افزایش  8 -کاسپازدر گروه مورد در مقایسه با کنترل، بیان ژن  یافته:

 .(=p 553/5) نشان داد در گروه مورد نسبت به کنترل افزایش معناداری 8 -کاسپاز
 شود.در بافت معده می آپوپتوز القایتوان بیان کرد که  اسیدهای چرب امگا همراه با درمان استاندارد سه گانه، سبب می نتیجه گیری:

 
 ، معده 8-، اسیدهای چرب غیراشباع، کاسپازهلیکوباکترپیلوری کلید واژه ها:

 
بافت معده در افراد آلوده به  8-شریفی ر، نوری م، دولتخواه ه، شیر محمدی م. تعیین تاثیر اسیدهای چرب غیر اشباع امگا بر بیان کاسپاز نحوه استناد به این مقاله:

 913-982(:4)24؛ 9311درمانی تبریز.  -مجله پزشکی دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتیهلیکوباکترپیلوری. 
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 مقدمه
انواع  جملهدر معرض حمله پاتوژن های مختلف از معده 

ها که (. یکی از این باکتری7) استها ها و قارچها، ویروسباکتری
های میکروبی بافت معده را تشکیل از آلودگی درصد بسیار بالایی

باکتری  هلیکوباکترپیلوری باشد.می هلیکوباکتر پیلوریدهد، می
های گرم منفی، تک قطبی، مولتی فلاژل، میکروآئروفیل، با باسیل

باشد که باعث گاستریت حاد و مزمن، زخم دوازدهه و می خمیده
شود. گاستریت ناشی از عفونت سرطان معده در انسان می

درصد  75بالایی داشته و حدود  شیوع نسبتا هلیکوباکتر پیلوری
برند. شیوع آن مردم در طول عمر خود از بیماری گاستریت رنج می

(. در سراسر جهان شیوع 0-0در مردان کمی بیشتر از زنان است )
در میان یافته و ، با بالا رفتن سن، افزایش هلیکوباکترپیلوریعفونت 
% برآورد شده 95الی  15 ن در کشورهای با فقر بهداشتبزرگسالا

های دستگاه گوارشی در زخم هلیکوباکترپیلوری(. حضور 6است )
و تغییر های مختلف  منجر به تغییرات بسیار وسیعی در بافت

تنها  هلیکوباکترپیلوریاین حال  شود. بامینال آنها سیگ
میکروارگانیسمی نیست که باعث التهاب و زخم معده در انسان 

(. با کاهش اسیدیته معده در نتیجه استقرار 8،7شود )می
و یا در نتیجه استفاده از داروهای آنتی اسید، این  هلیکوباکترپیلوری

ها نیز به بافت معده حمله فرصت پیش خواهد آمد که سایر پاتوژن
های به همین خاطر در سال (.9کرده و باعث التهاب معده شوند )

ها در ایجاد و سایر باکتری هلیکوباکترپیلوریبه تعامل بین  ،اخیر
شده است التهاب معده و عوارض ناشی از آن علاقه شدیدی پیدا 

 های درمانی موثرتری برای درمان این اختلال وتا بتوان راه
(. بنابراین روشن 75) مودجلوگیری از تشکیل سرطان معده ارایه ن
های پیشگیری از آلودگی کردن مکانیسم مولکولی این اختلال و راه

و سایر میکروفلورهای معده نقش بسیار  هلیکوباکترپیلوریبه 
های پیشگیری و درمان موثر التهاب و مهمی در ابداع روش

به عنوان یک  کترپیلوریهلیکوباکند. بازی می گاستریت،
  .فرایند آپوپتوز در سلول میزبان تاثیر داردتغییر کارسینوژن در 

باشد که در تنظیم آپوپتوز نوعی مرگ برنامه ریزی شده سلول می
های غیر طبیعی نقش رشد، نمو و پاسخ ایمنی و پاکسازی سلول

 سازی مکانیسم آن در جلوگیری ازفعالو ( 77) داشتهبسیار مهمی 
در میان (. 70) باشدها ضروری میشکل گیری روند ایجاد بدخیمی

 ، سیستم آبشار پیام رسانی کاسپازی القا کننده آپوپتوزهامولکول
آسپارتات  -(. کاسپازها در واقع پروتئاز سیستئین74) است مهم
باشند که فعال شدن آنها از مسیرهای زیادی امکانپذیر است ولی می

مسیر  :جزئیات بیشتری مورد بررسی قرار گرفته استدو مسیر با 
مسیر داخلی  و یا مسیر وابسته به گیرنده های مرگ آپوپتوز خارجی

در مسیر  8مطالعات نشان داده اند که کاسپاز  یا مسیر میتوکندریایی.
در مسیر داخلی به عنوان کاسپازهای محوری  9خارجی و کاسپاز 

ی، تاثیر رژیم غذایی بر . مطالعات مختلف(74)کنندعمل می

را مورد بررسی قرار داده اند. در این  برخی بیماری ها پیشگیری از 
 6 -، امگا 4-مطالعات مشخص شده است که اسیدهای چرب امگا

اثرات  ، التهاب و ...در پیشگیری از ابتلا به سرطان 9-و امگا
کاهش شیوع زخم دئودنال با دهند. مختلفی را از خود نشان می

 اسیدهای چرب با بیش از یک پیوند دوگانهافزایش دریافت غذایی 
(PUFA ها) وابسته است و منجر به علاقه روز افزون به نقش ،

(. علاوه بر  این ثابت شده 73) ها شده است PUFAآنتی باکتریالی 
اسید لینولئیک که یک اسید چرب  0/0× 75 -3است که غلظت 

مهار   in vitroرا در هلیکوباکترپیلوریاست می تواند رشد  6-امگا
کند. این تاثیر مهاری تصور می شود که به وضعیت غیر اشباعی 

موجود اسید چرب بستگی دارد یعنی به تعداد پیوندهای مضاعف 
برخی از اسیدهای اینکه، با توجه به (. 73) در مولکول اسید چرب

فیزیولوژیک مثل پاسخ ایمنی مختلف فرایندهای  ،چرب غیر اشباع
توانند از اهمیت ویژه ای دهند، میو آپوپتوز را تحت تاثیر قرار می

با توجه به جستجویی که در این زمینه انجام . (70) برخوردار باشند
بنابراین هدف از مطالعه  نشد،شده، موردی از این مطالعه یافت 

بر میزان بیان حاضر، ارزیابی تاثیر اسیدهای چرب غیراشباع امگا 
 می باشد. 8- زکاسپا

 
 روش کار

این مطالعه از نوع کارآزمایی بالینی مداخله ای دو سوکور می 
که نه پزشک متخصص دستگاه گوارش و نه بیمار از نوع  باشد

افراد آلوده به  ،جمعیت هدف آن .درمان مطلع نبودند
 که آلودگی به بود علایم دیسپپتیکبا  هلیکوباکترپیلوری
زخم پپتیک فعال با گاستریت یا و وجود  هلیکوباکترپیلوری

معاینات بالینی و آندوسکوپی توسط پزشک متخصص گوارش 
 ،مبتلا به آدنوکارسینومای معده افراددراین مطالعه  تایید گردید.

 و ، افراد سیگاری،بیماران با اختلالات کلیوی، بیماران دیابتی
مواد  ، ماهی،به مطالعه مکمل امگابیمارانی که سه ماه قبل از ورود 

، از مصرف کرده باشندمخدر و یا داروها و مکمل های دیگری را 
  مطالعه حذف شدند.

از بیماران مراجعه کننده به کلینیک آندوسکوپی دانشگاه علوم 
ندوسکوپی آپزشکی تبریز که جهت تشخیص بیماری، تحت 

نمونه بیوپسی از آنتروم  4، در شرایط ناشتایی گرفتندفوقانی قرار 
درجه نگهداری شد.  -15به فریزر منتقل و در دمای وبرداشته معده 
نفری با رضایتنامه کتبی و با  71گروه  0نفر از بیماران در  43تعداد 

 ،آگاهی کامل از موضوع تحقیق انتخاب شده و در مرحله بعد
. گردیدآغاز  ،ص گوارشزیر نظر پزشک متخص ،درمان این افراد

و بر  پژوهشگر توسط تصادفیبصورت کاملا افراد  صتخصی
تا از خطاهای  شد انجامحسب قرعه در گروه های مورد یا کنترل 

احتمالی و جهت گیری های ناخواسته جلوگیری به عمل آید. 
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 قرعه کشی بدین شکل انجام شد که در داخل یک کیسه پارچه ای،
 71عدد توپ پینگ پنگ ریخته شده بود که بر روی  43تعداد 

مورد از  71کپسول امگا و بر روی مورد از آنها استاندارد تراپی + 
آنها نیز فقط استاندارد تراپی نوشته شده بود. هر بیماری که به 

داشت و پزشک مراجعت می کرد، یک توپ پینگ پنگ بر می
ها پس از انتخاب و توپ شدبدین ترتیب گروه بیمار مشخص می

این کار توسط پژوهشگر و مکلف نمودن بیمار  شد.دور ریخته می
در گروه اول  به مداخله توسط پزشک متخصص انجام گرفت.

های متداول بدون تجویز مکمل و گروه دوم درمان با آنتی بیوتیک
 Naturalها به همراه قرص درمان با همین آنتی بیوتیک

FactorsNorthAmerica (SKU 2269)1200 mg(  مکمل اسیدهای
 Fish Oil Blendبا فرمولاسیون: ( 9-و امگا 6-، امگا4-چرب امگا

400 mg،Flaxseed Oil 400 mg ،Borage Oil 400 mg روزانه به ،
 دوبه مدت  ،میلی گرمی( 7055میلی گرم )سه قرص  4655میزان 

دوره مصرف این آنتی بیوتیک ها در منابع مختلف  .شدهفته شروع 
روز،  دو هفته و سه هفته می باشد ولی زیر نظر  75یک هفته، 

پیگیری پزشک متخصص، دوره درمان دو هفته در نظر گرفته شد. 
از طریق  پزشک متخصصمصرف دارو و کپسول امگا توسط 

پیگیری بعد از این مدت، هماهنگ با تماس تلفنی، صورت گرفت. 
اجباری درمان، دوباره از این افراد آندوسکوپی به عمل آمده و با 

و  هلیکوباکترپیلوری برداشت بیوپسی در شرایط ناشتا، ریشه کنی
های اخذ شده رفع گاستریت مزمن فعال پیگیری شد. دوباره نمونه

از بیماران بلافاصله به ظروف آماده شده مانند مرحله قبل منتقل 
مایشات لازم به گروه آموزشی مربوطه انتقال داده شده و جهت آز

یک . بودمیلی متر  0-0 بیوپسی ها اندازهلازم به ذکر است که شد. 
جهت تشخیص  ،نمونه شیره معده به محیط اوره آز سریع

منتقل و نمونه دیگر به بخش پاتولوژی جهت  هلیکوباکترپیلوری
و نیز وجود گاستریت مزمن فعال که  هلیکوباکترپیلوریوجود 

. در صورتی آلودگی به شداست، ارسال هلیکوباکترپیلوری مختص 
مثبت تلقی شد که هر سه مورد ) اوره آز، وجود  هلیکوباکترپیلوری

باکتری در نمونه پاتولوژی و وجودگاستریت مزمن فعال( مثبت 
اخذ  8-برای ارزیابی بیان ژن کاسپاز ها، همچنین بیوپسیشوند. 

موجود، روش استفاده از بیوپسی  منابعبا توجه به استفاده شدند. 
یک روش  هلیکوباکترپیلوری جهت تشخیص قطعی آلودگی به

از طرف . باشد، لذا از این روش استفاده شداستاندارد طلائی می
توان مواردی را که ممکن است می ،دیگر با بررسی بیوپسی معده

شناسائی و حذف  ،باشند نیز بدین روشگر مطالعه مداخلهاین در 
 -15نمونه های اخذ شده تا زمان انجام آزمایشات در فریزر  نمود.

قبل از نمونه گیری از بیماران اطلاعاتی  شدند.درجه نگهداری 
، سابقه ابتلا به سایر راجع به مشخصات فردی از قبیل سن و جنس

ظور تهیه بیماری ها گرفته شد و در چک لیستی که به همین من
  شده بود ، ثبت گردید تا هر دو گروه با همدیگر برابرسازی شوند.

برای محاسبه حجم نمونه با توجه به نوع مطالعه از فرمول 
NS

2(α/2 + β)/ δ
که در این فرمول با در نظر  .استفاده شد 2

% و با توجه به مطالعات 85% و توان 90گرفتن ضریب اطمینان 
که  4-میزان بیان آنزیم کاسپاز میانگین بدست آمده برای  ،قبلی

در نظر گرفته  ،باشدهای مهم برای القاء آپوپتوز مییکی از آنزیم
ای که از این فرمول بدست آمد، شد. در اینصورت حجم نمونه

 بدین قرار بود :
S=0.01 
α=0.05               
β=0.2 
α/2=1-α/2=1.96 
β=1-β=0.85 
Δ=0.05 
N0.01(1.16+0.85)2/ (0.05)2 → N16.16 

نمونه  71مین دلیل حجم نمونه برای هر گروه به تعداد ه به
انتخاب گردید تا نتایج قابل تعمیم به کل افراد مبتلا به زخم 

 (.7) باشد هلیکوباکترپیلوریپپتیک فعال آلوده به 
برای اطمینان از میزان دقیق درصد اسیدهای چرب موجود 

های استفاده شده دراین تحقیق که با عنوان تجاری درکپسول
Natural Factors Ultimate-Omega Factors  به بیماران تجویز

 شد، الگوی اسیدهای چرب موجود در این کپسول ها تعیین شد.
به منظور خالص سازی نمونه و حذف احتمالی هرگونه 

روغن  از µl75افزاینده و نگهدارنده موجود در قرص، ابتدا مقدار 
استخراج  فرایندو  شدهآب به طور نسبی مخلوط  µl 995ماهی در 

به شرح زیر انجام  Bligh & Dyerلیپید تام با استفاده از پروتوکل 
 :(76) شد
ml7  از نمونه باml 10/4 م با نسبت رل/ کلروفواز محلول متان

 مایع رویی شد و پس از سانتریفوژ،( به خوبی مخلوط 7:0)
م رکلروف ml00/7 سپس به لوله دیگری منتقل شد.برداشته شده و 

 به مایع بدست آمده از مرحله قبل اضافه و به خوبی مخلوط شد.
آب مقطر  به محتویات لوله اضافه و به خوبی  ml00/7  در ادامه،

پس از انجام این مرحله  و محلول سانتریفوژ شد مخلوط گردید.
فاز  ، کهتقسیم گردید آبی و وسطی ی زیرین،فاز مجزا 4لوله به 

زیرین) کلروفرم ( که حاوی لیپید تام بود که از محیط برداشته شده 
 بر روی آن انجام گرفت. فرایند ادامهو 

، کلروفرم آن در زیر گاز نیتروژن تامپس از استخراج لیپید
 ml7لوله کاملا خشک شد و در آخر مجددا میزان  وتبخیر 

 µl/ml 75تا غلظت نهایی  اضافه گردیدکلروفرم خالص به لوله 
برداشته و  lµ 755لیپید تام بدست آمد. سپس از این محلول مقدار 

به  : شدترانس استریفیکاسیون طبق دستور العمل زیر انجام  فرایند
از محلول  بنزن/  ml0  ه، شدمیکرولیتر از نمونه آماده سازی  755

بنزن مورد استفاده ، وی استاندارد داخلی گردید( حا3: 7متانل  )
در  ( بود.74: 5استاندار داخلی تری دکانوئات ) μg/ml 05حاوی 
به و از استیل کلراید خالص به لوله اضافه گردید  ml0/5ادامه، 
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. پس از گذشت گرفتساعت در بن ماری جوش قرار  7مدت 
و  داده شدمحتویات لوله به یک لوله همولیز انتقال  ،این زمان

فاز رویی بنزن  و سانتریفوژ گردید.% به لوله اضافه 6کربنات پتاسیم 
گاز  توسط پیت پاستور جدا شده و جهت تزریق به دستگاه

 ماده گردید.آ ،آمریکاBuck Scientific 61 -مدل  کروماتوگرافی
بخش های مختلف این دستگاه به این صورت بود: دمای  یدما

 085و دمای دتکتور  795-075، دمای انکوبانور 005اینجکتور 
درجه سانتی گراد. ستون استفاده شده برای این آنالیز، تکنوکروما با 

ID:TR-CN 100  میلی متر و قطر  00/5و قطر خارجی ستون
رای این نوع میکرومتر بود. دو نوع گاز ب 0/5داخلی آن 

پاسکال به  01کروماتوگرافی استفاده می شود: گاز هلیم با فشار 
عنوان فاز مایع و گاز هیدروژن و هوای فشرده که به عنوان 

 . پاسکال بود 8و  07سوخت استفاده می شود که به ترتیب فار آنها 
های مختلف و همچنین اثر تجویز دارویی در بررسی بیان ژن

سلول RNA مورد نظر بر بیان ژن هدف، ابتدا لازم است کل 
مولکولی ناپایدار است، با  RNAجداسازی شود. با توجه به اینکه 

، RNAاستفاده از آنزیم رونوشت بردار معکوس از روی الگوی 
cDNA  همچنین قبل از ساخت  شد.ساختهcDNA  لازم است

تیمار کرد تا  DNaseIرا با آنزیم  RNAستخراج شده محلول ا
DNA .استخراج  موجود در آن از بین رودRNA   با استفاده از
 .Total RNA Mini-Preps Kit (Bio Basic Canada Incکیت

Lot# BS1361-140929) نجام گرفت. پس از استخراج اRNA  ،
 065از نسبت جذب نور در طول موج  ،آنتعیین کیفیت  برای

که نسبت این دو طول موج در  شدنانومتر استفاده  085نانومتر به 
و  0و نسبت بالاتر از  RNAنشان دهنده خلوص  0تا  6/7بازه بین 

و پروتئین می  DNAبه ترتیب نشانه آلودگی به  6/7پایین تر از 
 0، با باشد. پس از روشن نمودن دستگاه و کالیبر نمودن آن

میزان جذب را صفر نموده و ، RNaseمیکرولیتر آب عاری از 
به دستگاه داده شد و  RNAمیکرولیتر محلول حاوی  0/7سپس 

 RNAهای میزان جذب نوری توسط دستگاه خوانده شد. در نمونه
 305نانوگرم در میکرولیتر تا  90بین  RNAغلظت  ،استخراج شده

ها بین نمونه ODهمچنین  متغیر بود. (ng/ μl) نانوگرم در میکرولیتر
، باندهای استخراج شده RNAبرای بررسی کیفیت  بود. 7/0تا  8/7

rRNAs78  وrRNAs08  در صد مشاهده  0/7در ژل آگارز
 0/7تیمار شده در ژل  RNAمیکرولیتر از  0/7برای این کار  گردید.

دقیقه الکتروفورز و باندهای مربوطه  30درصد آگارز به مدت 
 .قسمت الف( 7-)شکل مشاهده گردید

 RevertAidTMFirst strand، از کیت cDNAبرای ساخت 

cDNA synthesis  محصول شرکت تجاریTakara  .استفاده شد
 PCR، یک واکنش ساخته شدهcDNA برای اطمینان از کیفیت 

، به عنوان انجام شد. در این واکنش GAPDHبرای ژن خانه گردان 
استفاده  SmartTaqپلیمراز  DNAساخته شده و از cDNA الگو از 

شد. لازم به توضیح است که دمای اتصال برای پرایمر ها بصورت 
درجه سانتی گراد بود. محصولات  63تا  03گرادیانت دمایی بین 

PCR  رز بررسی درصد آگا 0تا  7با استفاده از الکتروفورز با ژل
درجه  0/08شدند و نتایج آن که بصورت تک باند شارپ در دمای 

با اتیدیوم بروماید و آشکار  PCRبود، با رنگ آمیزی محصولات
قسمت  -7)شکل مشاهده و ثبت گردید UVسازی آن در زیر نور 

از دستگاه  Real time PCRدر این مطالعه، برای انجام واکنش  ب(.
Corbet Rotor gene 6000  و ترکیب تشخیصیSYBER-Green 

پس از پایان واکنش  استفاده شد. TakaRaمحصول شرکت تجاری 
 .هر نمونه بدست می آید (CT) سیکل آستانه ،و تعیین خط آستانه

به عنوان ژن  GAPDHاز نسبت سیکل آستانه ژن مورد نظر با ژن 
می توان میزان بیان نسبی ژن مورد نظر را از روش  ،خانه گردان

ΔΔCt-0   آوردبه دست .PCR بار تکرار شد و   4ها ، هرکدام از ژن
 شد. ، آنالیز انجام  CTبعد از بدست آمدن مقادیر 

با استفاده از پایگاه داده  Real timeهای هایطراحی پرایمر
انجام شد. بعد  oligo7و  4و نرم افزار پرایمر NCBIبیوانفورماتیکی 

ها ، این توالیNCBIاز انتخاب توالی مربوطه هر ژن در سایت 
برای هر پرایمر انتخاب و در نرم افزار  EXON-EXONبصورت 

PRIMER3  جهت طراحی پرایمر وارد و سپس مشخصات لازم
و ... به نرم افزار داده شد.  ٪GCاعم از طول قطعه پرایمر، میزان 

، پرایمر دلخواه PRIMER3ر پیشنهادی از بعد از ارائه چند پرایم
بار دیگر مشخصات لازم کنترل  OLIGO7انتخاب و با نرم افزار 

شد. در صورت تایید مشخصات آن و توالی مربوطه که توسط 
PRIMER BLAST  وNOCLEOTID BLAST  تایید شده بود

 BIONEERانتخاب شد و جهت سنتز ارسال و از شرکت 
 7 های مربوط به هر ژن در جدولخریداری گردید. توالی پرایمر

 Frozenروش به  8-کاسپازمقدار نیمه کمی  آورده شده است.

Section  و ایمونوهیستوشیمی انجام گرفت. بدین منظور یک نمونه
 بیوپسی بلافاصله به تانک ازت منتقل و در آزمایشگاه پاتولوژی بعد

میکروتوم توسط از آبگیری، نمونه های بافتی منجمد شده 
CRYDCUT 1800  Leica-برش داده شد و سپس  سوئیس

بدین ترتیب که ابتدا گردید. بروش ایمنوهیستوشیمی رنگ آمیزی 
ها به و سپس نمونه شدهها تهیه میکرونی از بافت 3های مقطع

وگیری از جهت جل گرفتند.دقیقه در بافر سیترات قرار  70مدت 
و  شدهبلوکه  skim milkها توسط نمونه ،غیر اختصاصی اتصال
پروتئین های اولیه مونوکلونال علیه ها با آنتی بادینمونه سپس
 شدند. درجه سانتیگراد و به مدت یک شب انکوبه  3 در 8کاسپاز
، آنتی بادی ثانویه اضافه گردید TBSTبار شستشو با بافر  4بعد از 

 DAB. برای ظهور پروتئین ها از گردیدساعت انکوبه  7و به مدت 
 counterstainبه عنوان سوبسترا و از هماتوکسیلین به عنوان 

 و از رنگ رودامین برای رنگ آمیزی فلورسنت استفاده شداستفاده 
-0های بدست آمده برای هر ژن توسط فرمول  CTابتدا  (.71)
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CT های مورد محاسبه گردید. سپس بدلیل مستقل بودن گروه
در  SPSSمطالعه، میانگین نتایج بدست آمده توسط نرم افزار آماری 

توسط آزمون  ،هر گروه محاسبه شد و توزیع نرمال نتایج
ShapiroWilks  ،بررسی گردید. نتایجی که توزیع نرمال داشتند
در دو گروه مقایسه  Independent  Sample t-Testتوسط آزمون 

شدند و نتایجی که توزیع نرمال نداشتند، توسط آزمون غیر 
باهم مقایسه شدند. مقادیر نیمه کمی  Mann Whitneyپارامتری 

ها که بروش ایمنوهیستوشیمی بدست آمده بود، ابتدا به پروتئین
)یعنی به شدت رنگ حاصله از هر نمونه درصد  درصد تبدیل شد

درصد  00درصد و +  755لا شدت رنگ ++++ ، تعلق گرفت مث
و سپس توسط آزمون غیرپارامتری  در نظر گرفته شد(

MannWhitney  .ها زمانی این آزمونبا همدیگر مقایسه شدند
 بود.  50/5کمتراز  pمعنی دار در نظر گرفته شدند که مقدار

 
 یافته ها

 -independentبا استفاده از آزمون  دموگرافی بیماران، اطلاعات

samples  t-Test  و با استفاده از نرم افزارSPSS  با  07نسخه
همدیگر مقایسه شدند و از نظر سن، جنس، قندخون ناشتا، 

شده کلسترول و تری گلیسرید با همدیگر بخوبی همسان سازی 
 (0 )جدول بودند و اختلاف معناداری بین آنها وجود نداشت

(50/5p< ) . آمده از آنالیز اسیدهای چرب امگا کروماتوگرام بدست
-Natural Factors Ultimate"موجود در کپسول های امگا )

Omega Factors"تجویز شد، توسط دستگاه گاز  به بیماران ( که
سطح زیر منحنی هریک از اسیدهای کروماتوگرافی بدست آمد و 

 محاسبه شد. در 09/4نسخه   Peaksimpleچرب توسط نرم افزار 
به ترتیب   9و  6، 4این محاسبات درصد اسیدهای چرب امگا 

 7همانطور که در نمودار %. 53/79% و 17/08%، 16/00برابر بود با: 
افزایش معناداری را در گروه  8-کاسپازالف مشاهده می شود، ژن  –

مورد در مقایسه با گروه کنترل نشان داد، میانه بیان این ژن در گروه 
( بود که CT-0) 70/77(و در گروه کنترل CT-0) 30/78مورد 
ب ، میزان نیمه کمی  -7در  شکل بود.  50/5برابر با  pمقدار 

فعال، نشان داده شده است. نتایج مربوط  8-پروتئین آنزیم کاسپاز
فعال می تواند تاییدی بر  8-به تغییرات میزان پروتئین آنزیم کاسپاز

( تا -)نتایج بدست آمده از منفی  میزان تغییرات بیان ژن آنها باشد.
نشان داده شده  0 -مثبت( گزارش گردید که در شکل + )++++3

این نتایج سپس زیر نظر مشاور آمار به درصد تبدیل شد و  است.
بدلیل مستقل بودن گروه های مورد مطالعه، توسط آزمون 

که با همدیگر مقایسه شدند. Mann-Whitney U غیرپارامتری 
که  همانطوربطور کامل ارایه شده است.  0-نمودار نتایج در 

( 98/0در گروه مورد ) 8-درصد پروتئین کاسپازشود، مشاهده می
دهد، ( افزایش معنی داری را نشان می03/7نسبت به گروه کنترل )

p   بود. این نتیجه در دو گروه مورد مطالعه تاییدی  553/5برابر با
 بود. برای تغییرات بیان ژن آنزیم کاسپاز بررسی شده

 
 )ب( PCR)الف( و نتیجه حاصل از الکتروفورز محصول  rRNAs08و  rRNA s78باند های  الکتروفورز  7-شکل 

 
 توالی پرایمرهای مربوط به ژن های مورد مطالعه .1جدول 

Caspase-8 primer Sequence (5'->3') NCBI Reference Sequence 
Forward primer GGGACAGGAATGGAACACAC XM_005246894.2 
Reverse primer AGATGATGCCCTTGTCTCCA  

GAPDH primer   
Forward primer GAAGGTGAAGGTCGGAGTC XM_005253678.1 
Reverse primer GAAGATGGTGATGGGATTTC  
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 اطلاعات دموگرافی بیماران شرکت کننده در مطالعه :0جدول 

 گروه ها
 فاکتورهای دموگرافی و بیوشیمیایی

 p مورد کنترل

 68/5 09/01±60/75 00/07±31/75 سن )سال(
 جنس

 نفر 78مذکر 
 نفر 76مونث 

 
9 
8 

 
9 
8 

00/5 

 65/5 16/90±38/75 54/88±46/9 قند
 70/5 78/775±10/05 06/746±36/03 کلسترول

 78/5 03/85±5/75 04/94±80/76 تری گلیسرید
 

 
 ب                                                                                           الف                                                    

 در دو گروه مورد مطالعه  8-کاسپاز مقایسه بیان ژن آنزیم الف.  – 7نمودار 

 

 
 

)عدم بیان  ( منفیA( تا به شدت مثبت)++++( نشان داده شده است. -از منفی)  8-شدت رنگ برای کاسپازنتایج حاصل از روش برش انجمادی و رنگ آمیزی ایمنوهیستوشیمی. .  2 -شکل
روش به  ،8-کاسپاز مقدار نیمه کمی پروتئین. )مثبت خیلی شدید(( ++++F، )مثبت شدید((+++E، )مثبت متوسط(( ++D، )مثبت ضعیف(( +C، )مثبت خیلی ضعیف( -(+/B، در معده( 8-کاسپاز

Frozen Section  در بافر  منجمد تهیه میکرونی از بافت 3های مقطعو منجمد شد.  آبگیری وو ایمونوهیستوشیمی انجام گرفت. بدین منظور یک نمونه بیوپسی بلافاصله به تانک ازت منتقل
و به  C  3°در 8-کاسپاز های اولیه مونوکلونال بر علیه پروتئینها با آنتی بادینمونه و سپس شدهبلوکه  skim milkها توسط نمونه ،غیر اختصاصی اتصالجهت جلوگیری از  گرفتند.سیترات قرار 

رنگ به عنوان سوبسترا و از  DAB. برای ظهور پروتئین ها از شدندساعت انکوبه  7، آنتی بادی ثانویه اضافه گردیده و به مدت TBSTبار شستشو با بافر  4بعد از  شدند. مدت یک شب انکوبه 
 مطالعه شدند.  Olympus BX41با میکروسکوب فلورسنت  سپس لام ها و زمینه و از رنگ رودامین برای ایجاد فلورسنت استفاده شد برای رنگ آمیزی ثانیه 45به مدت  هماتوکسیلین



 515/ و همکاران  شریفی                                                                      بافت معده در افراد آلوده به هلیکوباکترپیلوری  8-تاثیر اسیدهای چرب غیر اشباع امگا بر بیان کاسپاز

 

 بحث
در موکوس معده تجمع یافته و منجر به  هلیکوباکترپیلوری

این باکتری  7993شود، در سال گاستریت مزمن و زخم پپتیک می
به عنوان کارسینوژن شناخته شد. این باکتری در سلول های انسان 

منجر به فعال شدن برخی از فاکتورهای باعث تغییر سیگنال و 
برخی از اسیدهای نشان داده شده است که  (.78) شودرونویسی می

غلظت  ،. همچنینرشد باکتری را مهار می کنند چرب غیر اشباع امگا،
mM 7 باکتری درصدی  05سبب مرگ  ،برخی از اسیدهای چرب

 .(79،05) ها را نابود می سازدهمه باکتریآنها،  mM0غلظت  و
که توانایی مهار رشد باکتری و کلونیزاسیون  نشان داده شده است 

در موش، منحصر به  4-گاستریک اسیدهای چرب غیراشباع امگا 
DHA نشان داده شد که استفاده از در این مطالعه  .(07) است

تواند اسیدهای چرب امگا به همراه آنتی بیوتیک درمانی متداول، می
 هلیکوباکتر پیلوریمیزان آپوپتوز را در بافت معده بیماران آلوده به 

، که یک یافته بسیار مهم برای کاهش مقاومت دارویی دهد افزایش
در این بیماران است. علاوه بر این در ارتباط با اسیدهای چرب، 

این باکتری موارد نادری از مقاومت باکتری ها گزارش شده است. 
باعث ایجاد Bcl-2 ، Bcl-Xlهای آنتی آپوپتوزی مثل با القای ژن
دلیل اصلی وجود  سلول آپوپتوز . مهار(00) شودسرطان می

عفونت به این باکتری و تولید  .داروها است سلول به مقاومت
-تعدادی از مهار کنندهبرخی از پروتئین ها توسط باکتری از جمله 

 7سبب یوبیکوئیتینه شدن و در نتیجه تخریب کاسپاز ، های آپوپتوز
 دباشنکه دو مولکول کلیدی در آبشار آپوپتوز می شده  4و کاسپاز 

مشاهده می شود، میزان پروتئین و  7-. همانطورکه در نمودار(00)
به  آلودهدر گروه مورد یعنی بیماران  8 -کاسپازهای میزان بیان ژن 

درمان مراه ه بهکه  با علایم دیس پپتیک هلیکوباکترپیلوری
نیز دریافت کردند،  PUFAs، اسیدهای چرب استاندارد سه گانه

 هلیکوباکترپیلوری بهآلوده نسبت به گروه کنترل خود یعنی بیماران 
دریافت که فقط درمان استاندارد سه گانه  با علایم دیس پپتیک

 Sharifiمطالعه معنی داری را نشان داده است.  افزایشنموده بودند، 
و همکاراننشان داد که مصرف خوراکی اسیدهای چرب غیر اشباع 
امگا همراه با استاندارد تراپی منجر به افزایش بیان پروتئین های 

پتوزی وپکاهش بیان پروتئین های آنتی آو  Badآپوپتوزی مثل  پیش
 همطالع همچنین .(04) می شوددر بافت معده  Bcl-2مثل 

Dolatkhah  و همکاران نشان داد که مصرف اسیدهای چرب امگا
بیماران با سرطان معده تحت شیمی کارایی شیمی درمانی را در 

و افزایش  9-افزایش داده و سبب افزایش معنی دار کاسپاز ،درمانی
در این افراد در مقایسه با گروه کنترل  8-غیر معنی دار کاسپاز

گا علاوه بر دخالت در آپوپتوز از اسیدهای چرب ام .(03) گردید
یکی از  .می کنندفرایندهای مختلفی برای مقابله با باکتری استفاده 

مکانیسم های مقاومت باکتری به آنتی بیوتیک ها، برداشت 
آن در  جادادنکلسترول از سلول میزبان و گلیکوزیله کردن آن و 

دکوزاهگزاانوئیک اسید نشان داده شده است که  .غشای خود است
(DHA ) با ایجاد ساختار سنجاق سر، کلسترول را از سلول باکتری

 نتیجه باکتری به آنتی بیوتیک حساس می شود بیرون کشیده و در

   Mojtaba Mohaddes و Ghanbarzadeh Dokht مطالعه  (.00)
نشان داد که مصرف اسیدهای چرب امگا همراه با سیس پلاتین در 

و  Bcl-2بیماران با آدنوکارسینومای گاستریک، منجر به کاهش بیان 
که نتایج این مطالعه با مطالعه  .(06) می شود Bcl-2افزایش بیان 

نشان داد که   مطالعه شریعیت و همکاران  ایشان همخوانی داشت.
مصرف اسیدهای چرب امگا سبب افزاییش بیان آنزیم فسفولیپاز 

A2  این آنزیم یکی  .(01) در بیماران با سرطان گاستریک می شود
های با توجه به اینکه سطح آنزیماز عوامل کاهنده متاستاز است. 

باشد گمان های اپیتلیال معده کمتر میدسچوراز و الانگاز در سلو
که اسیدهای چرب مصرف شده از جمله لینولئیک اسید و رود نمی

یک اسید به اسیدهای چرب با زنجیره طولانی مثل ئآلفا لینول
 مطلوببنابراین اثرات تبدیل شود.   DHAراشیدونیک اسید و آ

شود بلکه این اسیدهای چرب به متابولیت های آنها نسبت داده نمی
گردد. تعداد پیوندهای دو ذاتا به خود اسیدهای چرب بر می ،تاثیر

گانه اسیدهای چرب با قدرت این اسیدهای چرب در ریشه کنی و 
ارتباط مستقیم دارد و در واقع تعداد  مقاومت داروییکاهش 

پیوندهای مضاعف تعیین کننده اثرات آنتی باکتریال اسیدهای 
 (. 08) چرب است

 
 نتیجه گیری

استاندارد مصرف اسیدهای چرب غیر اشباع امگا همراه با 
بنابراین مصرف این  ،تراپی در کاهش مقاومت دارویی موثر است

دسته از اسیدهای چرب می تواند در کارایی استاندارد تراپی موثر 
 واقع شود.  

 
 انیدقدر 

نویسندگان از تمامی کسانی که در انجام این مطالعه یاری  
 کردند، کمال امتنان را دارند.

 ملاحظات اخلاقی

دانشگاه علوم پزشکی پروتکل این مطالعه در کمیته پزشکی 
به تایید  74934637به شماره مرجع  آذربایجانشرقیاستان  تبریز

  .رسیده است
 منابع مالی

حمایت مالی از این طرح تحقیقاتی تحت شماره 
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 .صورت پذیرفته است تبریزدانشگاه علوم پزشکی  گوارش و کبد
 منافع متقابل

نویسندگان اعلام می دارند که منافع متقابلی از تالیف یا انتشار  
 د. ناین مقاله ندار

 مشارکت مولفان
طراحی، اجرا و تحلیل نتایج مطالعه را  همکاران،ر ش، م  ن و 

برعهده داشته، همچنین مقاله را تالیف نموده و نسخه نهایی آن را 
 خوانده و تایید می نمایند.
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