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ABSTRACT

Background & objectives: Gastric cancer has a very wide geographic distribution.
Identification of the genetic factors involved in the cancer predisposition is very important.
IL-1β as a pro inflammatory cytokine is involved in gastric acid secretion in the H. pylori
infected individuals. This study was aimed to evaluate the role of IL-1β-511 polymorphism on
the susceptibility to gastric cancer in residents of Ardabil province.
Methods: One-hundred patients affected with gastric cancer and 100 normal individuals were
selected as case and control groups, respectively. After DNA extraction from peripheral blood
samples, the presence of the polymorphism IL-1β-511 was determined via PCR-RFLP assay.
The results were evaluated by agarose gel electrophoresis.
Results: Among cases, CC, CT, and TT genotypes were observed in 19%, 60%, and 21% of
individuals, respectively. Also, the distribution of genotypes among the participated
individuals in control group was 4%, 67%, and 29%, respectively. There was a significant
difference (p<0.05) between case and control groups.
Conclusion: According to this study, there was a significant relationship between IL-1β 511C
allele polymorphism and gastric cancer in patients with gastric cancer in Ardabil province. It
is indicated that some of the polymorphisms in IL-1β cytokine are associated with gastric
cancer, and this finding would be used as a predictive value.
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مقدمه
مین علت مرگ ناشی از سـرطان در  سرطان معده دو

]. 1[شیوع جغرافیایی بسیار متفاوتی داردست کهادنیا
در بین تومورهاي بدخیم معده کارسینوم مهمترین و

موارد بعدي به ترتیب .%)90-95(ترین نوع استشایع
ــوم (  ــامل لنف ــینوئید4ش ــاي 3(%)، کارس %) و توموره

اي معـده را ]. آدنوکارسینوم2[باشد%) می2(استروما
و نـوع  توان به دو گروه تقسیم کـرد: نـوع منتشـر   می

طان هـاي مختلفـی بـراي ســر   ]. اتیولـوژي 3[روده اي
آنهـا عفونـت بـا    معــده یافت شــده است، از جــمله

H. pylori،عوامل محیطی و فاکتورهاي ،رژیم غذایی
این عوامل با هم در ارتبـاط  همهژنتیکی است که نهایتاً

چکیده
طان : سرطان معده شیوع جغرافیایی متنوعی دارد. بررسی عوامل ژنتیکی دخیل در کسب استعداد ابتلا به سرزمینه و هدف

که با تأثیر روي ترشح اسید معده درافرادي که مبتلا به یک سایتوکاین پیش التهابیIL-1βباشد.داراي اهمیت بالایی می
و استعداد IL-1β-511کند. هدف از این مطالعه بررسی نقش پلی مورفیسم هستند نقش ایفا میهلیکوباکتر پیلوري عفونت 

ل بود.ابتلا به سرطان معده در استان اردبی
: صد فرد مبتلا به سرطان معده و صد فرد فاقد سرطان معده به عنوان گروه کنترل جهت انجام تحقیق انتخاب روش کار

انجام پذیرفت. نتایج PCR-RFLPاز خون محیطی، بررسی وجود پلی مورفیسم با روش DNAگردیدند و پس از استخراج 
گارز بررسی گردید. حاصل از مجاورت با آنزیم محدود کننده روي ژل آ

فـراد مشـاهده گردیـد. توزیـع     از ادرصـد 21و 60، 19در TTو CC ،CTدر میان گروه مـورد، ژنوتیـپ هـاي    یافته ها:
میان گروه مورد و )>05/0p(داري درصد بود. اختلاف معنی29و 67، 4هاي در میان گروه کنترل به ترتیب برابر با ژنوتیپ

شاهد مشاهده گردید.
با سرطان IL-1βسیتوکین 511نوکلئوتید Cداري میان پلی مورفیسم الل بر اساس این مطالعه ارتباط معنی:گیرينتیجه

هاي موجود در جه به اینکه برخی از پلی مورفیسمد. با تورمعده در بیماران مبتلا به سرطان معده در استان اردبیل وجود دا
توان از این یافته به عنوان یک پیش آگهی استفاده کرد.است، میسرطان معده در ارتباط باIL-1βسیتوکاین 

IL-1β-511: سرطان معده، پلی مورفیسم، واژه هاي کلیدي
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.H]. عفونــت 4[باشــندمــی pyloriًبــا پیــدایش قویــا
سرطان معده و اولسر دئودنوم در ارتباط اسـت. ایـن   

تـوان  الگـوي ترشـح اسـید معـده مـی     ه دو را به واسط
افتراق داد؛ در اولسر دئودنوم ظرفیت ترشحی اسـید  

یابد در حالی که در سـرطان معـده   میمعده افزایش
ــه   ظرفیــت ترشــحی اســید معــده کــاهش و منجــر ب

ــلولآ ــی س ــده تروف ــال مع ــاي پاریت ــیه ــودم ]. 5[ش
فاکتورهاي التهابی با ظرفیت ترشحی اسـید معـده در   

یـک سـایتوکاین پـیش التهـابی بـا      IL-1].6ارتباطنـد [ 
روي بـازوي  IL-1ژن باشـد. میچندین اثر بیولوژیکی

قرار گرفته اسـت کـه شـامل    )2q(2بلند کروموزوم 
-IL-1AILد: باش ـمـی 430Kbه سه جایگاه با محدود

1β, وIL-1RNي پــیش هــاکــه هــر کــدام ســیتوکاین
IL-1α,التهابی IL- 1β و آنتاگونیست رسپتور آندوژن

IL-1RNمورفیسم ]. سه پلی7[آوردمیرا به رمز در
گزارش شده است کـه همگـی آنهـا در    IL-1βدر ژن 

-511قـرار گرفتـه اسـت؛ در وضـعیت     C-Tمحل باز 
،31-،bp3954حاضر سـعی بـر بررسـی    +. در مطالعه

در بیمـاران  IL-1β-511اهمیت وجود پلی مورفیسـم  
مبتلا به سرطان معده و مقایسـه آن بـا افـراد کنتـرل،     
جهت بـه دسـت آمـدن یـک ریسـک فـاکتور ابـتلا بـه         

].8[باشدمیسرطان معده در استان اردبیل

روش کار
ــورد   ــه مـ ــن مطالعـ ــاران  -در ایـ ــاهدي از بیمـ شـ

شـهر ارسـتان امـام خمینـی (ره)    کننـده بـه بیم  اجعهمر
از نظــر هــااردبیــل کــه آدنوکارســینوماي معــده آن 

ــه عفونــت      ــتلا ب ــده بــود و مب ــت ش ــاتولوژي ثاب پ
میلـی لیتـر خـون وریـدي     5بودند هلیکوباکترپیلوري

حـاوي ضـد انعقـاد    CBCي هـا گرفته شـد و در لولـه  
EDTA فریـزر در شـرایط اسـتاندارد   ریخته شـد و)

بیمار 100د. جامعه آماري شامل ) نگهداري گردی-20
ــت   100و  ــه عفون ــتلا ب ــراد شــاهد مب ــود. اف شــاهد ب

ــق   ــاري از طری ــه آم ــد. جامع ــاکترپیلوري بودن هلیکوب
d2 /فرمول S2×)2 /a-Z1 (N= محاسبه شد. در این

نظرگرفتـه شـد.   در1برابـر  Sو2/0برابر dفرمول 
نه تمامی اطلاعات مربوط به بیماران به صورت محرما

ــم حفـــظ گردیـــد. در ایـــن مطالعـــه پلـــی  مورفیسـ
 ـ،IL-B1سایتوکین ر سن و جنسیت افراد به عنوان متغی

بررسی شدند.
.Hبررسی عفونت  pylori

و دســتگاه الایــزا وجــود Diaplusبــا اســتفاده از کیــت 
.Hعفونت  pylori  بررسی شد. براي بررسی عفونـت

داردها میکرولیتر از استان25مقدار هلیکو باکترپیلوري 
ي مورد نظر ریخته شـد،  هادر داخل چاهکهاو نمونه
هـا میکرولیتر از محلول بایوتین بـه چاهـک  100مقدار 

سـاعت در دمـاي اتـاق    1اضافه گردیده و بـه مـدت   
تخلیـه و  هاانکوبه شدند، سپس محتویات داخل چاهک

میکرولیتر از محلول شستشـوي رقیـق شـده بـه     300
یـه شـدند. سـه بـار پلیـت      اضافه و تخلهاداخل چاهک

میکرولیتــر از محلــول 100شستشــو داده شــد. مقــدار 
1اضافه گردید و پلیت به بمدت هاکنژوگه به چاهک

دقیقه روي سطح میز لرزش داده شد. سپس پلیت به 
دقیقه در دماي اتاق انکوبـه شـد. محتویـات    30مدت 

ــه و ســپس هــاداخــل چاهــک ــر از 300تخلی میکرولیت
اضـافه  هاقیق شده به داخل چاهکمحلول شستشوي ر

میکرولیتـــر از 100شـــد و تخلیـــه گردیـــد. مقـــدار 
اضافه شد. پلیـت  هاسوبستراي مخلوط شده به چاهک

دقیقه در دمـاي اتـاق انکوبـه شـد. در آخـر      15بمدت 
اضافه هابه چاهکStopمیکرولیتر از محلول 50مقدار 

620nmو رفـرانس  450nmگردید و در فیلتر اصـلی  

نده شد.خوا
از خونDNAاستخراج 
Saltingبه روش DNAاستخراج  Out  .انجام گرفـت

میکـولیتر  640،میکرولیتـر خـون  800در ابتدا برروي 
اضـــــافه شـــــد و بعـــــد از SSC(1X)1محلـــــول 
،10000rcfدقیقه بـا دور  1کردن به مدت سانتریفیوژ

ــی برداشــته شــد و 800 ــر از مــایع روی 800میکرولیت

1 Saline-Sodium Citrate
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ــد. پــــس از SSC(1x)میکرولیتــــر  ــافه گردیــ اضــ
10000rcfدقیقه با دور 1سانتریفیوژکردن به مدت 

خارج شدند و تنها رسوب باقی مانـد.  هاتمامی محلول
2/0میکرولیتـر سـدیم اسـتات    300به رسوب موجود

20بعد از حل شـدن کامـل رسـوب،    .مولار اضافه شد
اضافه گردید و بعد از هم زدن SDS10%1میکرولیتر 

اضافه شـد و بـه مـدت    PR.K2میکرولیتر 10با دست 
100درجه قرار داده شـد.  355هات پلیتساعت در1

براي جدا کـردن  از مخلوط فنول، کلروفرم میکرولیتر 
DNA  ثانیـه  30اضافه شد و بعد از هم زدن به مـدت

دقیقه با سـرعت  2مدت بهدر ورتکس، در سانترفیوژ
14000rcfقرار داده شد. مایع رویی حاويDNA  بـه

میکرولیتـر  150میکروتیوب دیگـر انتقـال داده شـد و    
16،اضـافه شــد و بعـد از ورتکــس کــردن  TE4بـافر 

800مولار به همراه 2میکرولیتر محلول سدیم استات 
1میکرولیتر ایزوپروپانول خنک اضافه شد و به مـدت  

سانتریفیوژشـد. مـایع رویـی    14000rcfدقیقه بـا دور  
درصد اضـافه  80اتانول لی لیترمی1دور ریخته شد و 

دقیقه بـا دور 1کردن به مدت . بعد از سانتریفیوژشد
1000rcf    مایع رویی خارج شد و بعـد از خشـک شـدن
DNA  ــافر ــردن ب ــافه ک ــم  TEو اض ــه حج 100ب

ساعت در دماي اتاق قرار داده 24میکرولیتر به مدت 
بــا دســتگاه  DNAشــد. ســپس غلظــت وکیفیــت    

Nanodrop Bio Tek Epoch    مـورد بررسـی قـرار
گرفت.
PCRواکنش

Cبه منظور بررسی ارتباط میـان پلـی مورفیسـم الـل    

با سرطان معده واکنش1L-Bسیتوکین511نوکلوتید 
PCR    انجام شد. به منظور انجام این واکـنش ابتـدا بـه

500میکرولیتـــر پرایمـــر (DNA،2نـــانومول 50

1 Sodium Dodecyl Sulfate
2 Proteinase K
3 Hot Plate
4 Tris-EDTA Buffer

Trisمیلـی مـول   20پیکومول) بـه همـراه    - HCL،5
مولمیلیMgcl2،200میلی مولkcl،5/2میلی مول 

dNTP5(Fermentasco.)،30 میکرولیتر آب دیونیزه
اضـافه شـد. واکـنش    Taq polymeraseو یک یونیـت 

PCR انجام گرفت.)2با سیکل دمایی (مطابق با جدول
RFLPواکنش

ــوق و اطمی  ــل ف ــام مراح ــس از انج ـــپ ــود ـ نان از وج
 ـ،IL-1βبـه پرایمـر   مربـوط  PCRول ــمحص زیمـآن

Fast Digest Ava I  ــرکت ــده از ش ــداري ش خری
Thermo Scientific ــوب ــه میکروتی ــاب ــاوي ه ي ح

ــولات ــه ازاي  PCRمحص ــد. ب ــافه گردی از Lµ15اض
بافر آنزیم و lµ2،آب مقطرPCR ،Lµ12محصولات 

lµ5/1 ساعت در 12آنزیم اضافه شد. سپس به مدت
5ت انجام عمل آنـزیم و  درجه سانتیگراد جه37دماي 

ــاي   ــه در دمـ ــت   65دقیقـ ــانتیگراد جهـ ــه سـ درجـ
شدن آنزیم قـرار داده شـد. بررسـی ارتبـاط     العغیرف

سـیتوکین  511نوکلئوتیـد  Cمیان پلی مورفیسـم الـل   
IL-1βبا روشبا سرطان معدهRFLP انجام شد. طی

آنزیم قطعات واجد الل مورد نظـر را بـه   ،این بررسی
)، قطعـات  Cشـکند (الـل   مـی bp115وbp190تـوالی  

). Tماند (الل میباقیbp305دست نخورده در سطح
شود:میتوالی نوکلئوتیدي که توسط آنزیم شکسته

)R  ــدهاي ــاد نوکلئوتیــــ ــاد Yو G,Aنمــــ نمــــ
.)باشدمیC,Tنوکلئوتیدهاي

5 Deoxynucleotide Triphosphates
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PCRواکنش . توالی الیگونوکلئوتیدهاي مورد استفاده در1جدول 

IL-1β
Primer Sequence

Forward 5'-TGG CAT TGA TCT GGT TCA TC -3'

Reverse 5'-GTT TAG GAA TCT TCC CAC TT -3'

. شرایط دمایی جهت تکثیر ژن2جدول 
دما (درجه سانتیگراد) زمان تعداد سیکل

95 5 min 1
94
58
72

40 sec

40sec

30 sec

35

72 7 min 1

شدند SPSS-20برنامه آماري واردهادر نهایت داده
ون آمـاري کـاي دو ارتبـاط میـان     و با استفاده از آزم ـ

با IL-1βسیتوکین 511نوکلئوتید Cمورفیسم الل پلی
تجزیـه و  گـروه مـورد مطالعـه    2سرطان معده بـین  

شدند.تحلیل

هایافته
سـیتوکین  511نوکلئوتید Cبررسی پلی مورفیسم الل 

IL-1β 100مبتلا به سرطان معده ونفر بیمار 100در
فرد فاقد سرطان معده به عنوان گروه کنتـرل انجـام   

سـال بـود.   66±3/11شد. میانگین سنی افراد برابر بـا  
و 87کننـده در ایـن مطالعـه    ترین فـرد شـرکت  مسن

داشـتند. از  سال سن 37ترین فرد مورد مطالعه جوان
70کننده در ایـن پـژوهش   نظر جنسیت افراد شرکت

. دادندمیرا زنان تشکیل درصد30را مردان و ددرص
ــا مطالعــه پرونــده بیمــاران شــرکت  کننــده در ایــن ب

به نوع روده اي و درصد64پژوهش مشخص شد که 
به نوع منتشر مبـتلا هسـتند. بعـد از انجـام     درصد36

% حجمـی/  1، محصول بر روي ژل آگارز PCRواکنش 
بـا  هـا ونـه نموزنی قرار گرفت و پـس از الکتروفـورز،  

کننـده مـورد واکـنش قــرار داده    ي محدودهـا آنـزیم 
% حجمی/ وزنی 1گارز آشدند و نتایج مجدد روي ژل 

ــد. داده  ــی ش ــابررس ــعه ــدهي جم ــق آوري ش (طب
)، نـوع پلـی مورفیسـم در دو گـروه     2و1هاينمودار

و بـه لحـاظ آمـاري ایـن     مورد و شاهد تفاوت داشـته 
تـوان  مینابراین). ب=0033/0pدار است (تفاوت معنی

Cداري بین پلـی مورفیسـم الـل    گفت که تفاوت معنی

و سـرطان معـده در   IL-1βسیتوکین 511نوکلئوتید 
.دو گروه مورد و شاهد وجود دارد

بر روي ژل آگارRLFP. الکتروفورز محصولات حاصل از 1شکل

کننده قطعات واجد الل مورد نظر را به آنزیم محدود
ــوالی  ــات  bp115وbp190تـــ ــت و قطعـــ شکســـ

ماندنـد. ایـن   بـاقی bp305نخـورده در سـطح  دست
ي ژل هـا که به یکی از چاهکDNA Ladderباهاتوالی
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منتقل شده بود مقایسه گردیدند. بر اساس وجود هر 
یـک تـوالی   ،)CC(دو توالی شکسته شده توسط آنزیم

) و رؤیـت  CT(شکسته به همراه توالی دست نخورده
) نامیده شد.TT(ت نخوردهفقط توالی دس
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IL-1β-511. نتایج آزمون کاي دو براي مقایسه پلی مورفیسم3جدول 

طان معده در دو گروه مورد و شاهدو سر
شاهدموردIL-1βپلی مورفیسم 

CC -194هموزیگوت
CT -6067هتروزیگوت
TT -2129هموزیگوت

0033.0p =

بحث
سرطان معده دومین علت مرگ ناشی از سـرطان در  

]. 9شیوع جغرافیایی بسیار متفاوتی دارد [ست کهادنیا
توسط وزارتایران بر اساس مطالعات انجام شده در 

مشخص شده که ،و آموزش پزشکیدرمان،بهداشت
تـرین سـرطان در ایـران    آدنوکارسینوم معده، کشنده

و میـر در  است کـه تفـاوت زیـادي در میـزان مـرگ     
عات مطال]. بر اساس10ي مختلف وجود دارد [هااستان

استان اردبیل بالاترین میزان شـیوع سـرطان معـده را    
بـه عنـوان   پیلوريهلیکوباکتر]. 11ست [اایران دارادر

دسـتگاه گـوارش انسـان شـناخته    یک باکتري خاص در
ي مختلف دستگاه گوارش از هاشود و باعث بیماريمی

جمله گاستریت مزمن، بیماري زخم گوارشی از جملـه  
بـا هلیکوباکترپیلوريباشد. میزخم معده و اثنی عشر

ي دستگاه گـوارش در ارتبـاط   هابرخی از انواع سرطان
هلیکوبـاکتر پیلـوري  در بیشـتر مـوارد عفونـت    ،است

 ـزا]. شـدت بیمـاري  12باشـد [ میبدون علامت ی بـا  ی
هاي دسـتگاه  و ایجاد بیماريهلیکوباکترپیلوريعفونت 

ــه   ــه شــــدت عفونــــت بــ گــــوارش مربــــوط بــ
، حساسیت ژنتیکی فرد مبتلا و عوامل يهلیکوباکترپیلور

]. افزایش تحقیقـات نشـان   14،13محیطی بستگی دارد [
داد که عوامل ژنتیکی تنظـیم کننـده تولیـد سـیتوکین    

ــی ــر مـ ــد بـ ــت   تواننـ ــه عفونـ ــرد بـ ــیت فـ حساسـ
این امر نقـش مهمـی   تأثیر بگذارند.پیلوري هلیکوباکتر

ــاري  ــد بیم ــاري در رون ــی بیم ــازای ــا  ه ــرتبط ب ي م
مانند زخم معده و سرطان دسـتگاه  کترپیلوريهلیکوبا

ــتلا]. 16،15[گــوارش دارد ــه اب ــاکترب و پیلوري هلیکوب
سرطان معده هر دو باعث تغییر در الگوي ترشح اسید 

شـــوند بـــه طوریکـــه در عفونـــت بـــه مـــیمعـــده
ظرفیت ترشحی اسید معده افزایشهلیکوباکترپیلوري

رشحی یابد در حالی که در سرطان معده ظرفیت تمی
هـاي  کاهش و منجـر بـه آتروفـی سـلول    ،اسید معـده 

در حضـور  IL-1β]. بیـان  17شـود [ مـی پاریتال معـده 
.Hعفونت  pyloriو بـه عنـوان   18یابـد [ میافزایش [

کند مییک مانع قوي در برابر ترشح اسید معده عمل
IL-1βي سیتوکینهامورفیسم]. برخی از انواع پلی19[

معـده بعـد از عفونـت    به شدت باعـث کـاهش اسـید   
شوند که این حالت باعث ابتلا به میهلیکوباکترپیلوري 

]. در مطالعه اي که توسـط 20شود [میسرطان معده
و همکاران انجام گرفت، افزایش ریسک بیش از 1مرالع

1 El-Omar
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مورفیسم یا بیشتر از پلی3برابري در ارتباط وجود20
و IL-1β ,IL-1RN ,IL-10ي التهـابی هـا در سایتوکاین

TNF-α 21ســرطان معــده را نشــان داد [و ابــتلا بــه .[
ــه ــم  ب ــی مورفیس ــا پل ــلاوه آنه را IL-1β ,IL-1RNع
.Hتر علیه علت واکنش قويبه pylori عامل مهمتري ،

ي معــده، هــادر ارتبــاط بــا آســیب ژنــومی در ســلول
آتروفی مخاطی، هیپوکلریدي ثانویه و رشـد بـیش از   

سایر مطالعات انجام شده ].22دانستند [هاحد باکتري
 ـارتباط ریسک افزایشـی س  پ ــ ـرطان معـده و ژنوتی ــ

IL-1β-31 C-T ,IL-1RN2/2  را در جمعیت قفقـازي
نشان دادنـد کـه   و همکاران1تاکاگی].23نشان دادند [

IL-1β)IL-1β-511 C-C, IL-1β-31پلی مورفیسـم  

T-T نه تنها تولیدات (IL-1β   بلکه باعث افـزایش بیـان
IL-8ي ذکـر شـده   ها]. ژنوتیپ24شود [میدر معده

رسد با ضـایعات مخـاطی معـده حاصـل از     میبه نظر
ــت  .Hعفون pylori ] ــد ــاط باش ــن 25در ارتب ]. در ای

.Hمطالعه عفونت  pylori بیمـاران و  درصد6/81در
حاضره گروه کنترل گزارش شد. در مطالعدرصد50

Cلـل  سعی بر بررسـی ارتبـاط میـان پلـی مورفیسـم ا     

با سـرطان معـده در   IL-1βسیتوکین 511نوکلئوتید 
که بیماران مبتلا به سرطان معده در استان اردبیل بود

ــه صــورت Cبیمــاران واجــد نوکلئوتیــد درصــد19 ب
آنها درصد21هتروزیگوت و درصد 60هموزیگوت، 

1 Takagi

، هـا فاقد آن بودند که با توجه به تجزیه و تحلیل داده
)کـه بـا تمـامی    =0033/0pبـود ( دارمعنـی این ارتباط 

مطالعات انجام گرفته در جهان سازگار بود. 
کننده خون دیت این مطالعه حذف افراد دریافتمحدو

گیري از افراد بسیار مسن و ناتوان بود.و عدم نمونه

نتیجه گیري
با توجه به شـیوع بـالاي سـرطان معـده در منطقـه و      

ولیه بیماري اهمیت درمان در زمان مناسب و مرحله ا
بــه تشــخیص دع آزمایشــی کــه بتوانــوجــود هــر نــو

بسیار با اهمیت خواهـد بـود. در   هنگام منجر شودزود
Cي در پلی مورفیسم الل دارمعنیاین پژوهش تفاوت 

با سـرطان معـده در   IL-1βسیتوکین 511نوکلئوتید 
بـا توجـه بـه    .بیماران مبتلا به سرطان معده دیده شد

یسـم ایـن سـایتوکین در ابـتلا بـه      تاثیر نـوع پلـی مورف  
تـوان از  میدر نظرگرفتن نتایج این تحقیقبابیماري و 

این آزمایش براي تشخیص زودرس کانسر معـده در  
افراد مستعد سود جست.

و قدردانیتشکر
وسیله از تمـامی همکـاران و پرسـنل بیمارسـتان     بدین

را در انجـام ایـن   محققـین امام خمینی (ره) اردبیل که 
. شـود وهش یـاري کردنـد، تشـکر و قـدردانی مـی     پژ
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