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  : چكيده

 پيلوري براي بقاي آن هليكوباكتر آز اوره .است كرده دچارجهان  سراسر در را يانسان جوامع از زيادي جمعيت كه است منفي گرم باكترينوعي  پيلوري، هليكوباكتر :مقدمه

  .استآن ترين عوامل مهم بيماريزايي  يكي از مهم ureG ژن و ضروري است ي انسان در معده

 پيلوري  ايجاد واكسن ژني عليه هليكوباكتر براي ureGسازي ژن  كلون :هدف

به  PCR فراوردهاين ژن انجام و  ويژهبا استفاده از پرايمرهاي  ureGتكثير ژن . استخراج شد DNAپيلوري  از هليكوباكتر نخست تجربي،عه در اين مطال :ها روش و مواد

كلون  ، سابpCI-neoبرش داده شد و در وكتور بياني  SalIو   XbaI هاي با آنزيم pTZاز درون وكتور  ureGژن  ،سپس. شدوارد  pTZدر وكتور  T/Aسازي  روش كلون

   .مشاهده شد SDS-PAGEژل  بر ureGو بيان ژن  كرده CHOبه روش الكتروپوريشن وارد سلول را  pCI-neo-ureGوكتور نوتركيب . شد

به درستي  pCI-neoو  pTZبه ترتيب در وكتورهاي  ureGژن  دادنتايج نشان . با موفقيت انجام شد PCRپيلوري به روش  هليكوباكتر ureGتكثير و جداسازي ژن  :جينتا

 23يك باند بيان و ايجاد نيز نشان دهنده  CHOنتيجه وارد سازي سازواره نهايي در سلول . است توليد شده pCI-neo-ureG )نهايي(فرجامين و سازواره شدهكلون 

  .استبوده  SDS-PAGEكيلودالتوني روي ژل 

 ،بنابراين. را دارد CHOي اختصاصي اين ژن در سلول جانوري پروتئين وردهآفرو توليد بيان  توانايي pCI-neoسازي شده در وكتور بياني  كلون ureGژن  :گيري نتيجه

  .شناساندحيواني  الگويدر  پيلوري هليكوباكتر هاي نوتركيب عليه واكسن مورد در بعدي هاي براي بررسي مناسبي كانديداي عنوان توان به اين سازواره ژني را مي

  

 زنده موجود ، همانند سازيپيلوري،  هليكوباكتر:  :ها واژهكليد 

  20-29 :صفحات ،102 شماره ،شش و بيست دوره گيلان، پزشكي علوم دانشگاه مجلهــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 

  

  مقدمه

 از يكـي  و بـوده  هليكوبـاكتر از  اي گونـه  پيلـوري  هليكوبـاكتر 

ي  ، راسـته پروتئوباكتريـا  اپسـيلون  رده ،پروتئوباكترياهاي  شاخه

ــالز  ــنس و از كامپلوباكتري ــاكتر ج ــتهليكوب ــين .اس  ،همچن

معـده   مخـاط  كـه در  ستادر جهان  بين ريزه پديدهترين  شايع

 بــاكتري  يــك  يمنفــ گــرم  باســيل ايــن  .)1( وجــود دارد

 مولكـول  تجزيه و وژنازهيدر آنزيم با كه است  ميكروآئروفيلي

 ،همچنـين  ،بـاكتري  ايـن . )2( كنـد  مـي توليـد   انرژي هيدروژن

 سـه  تـوان  مي ها آن ترين مهم از كه كند مي توليد آنزيم تعدادي

 هليكوباكتر پيلـوري . برد نام را آز اوره و كاتالاز اكسيداز، آنزيم

 گوارشــي، هــاي زخــم گاســتريت، ماننــد يهــاي بيمــاري عامــل

 عنوان به پيلوري هليكوباكتر ).3 و1(است لنفوم و معده بدخيمي

 است كه در شده شناخته مزمن گاستريت هاي فرم برخي عامل

) :6pH-7(  معدي تليال اپي هاي سلول پوشاننده موكوس ي لايه

 مخــاط بــه ولــي دهــد مــيتشــكيل  كلــوني و كنــد مــي رشــد

 كـه  كنـد  مي توليد پروتئازي پيلوري هليكوباكتر.  )5 و 4(تازد نمي

 خـود  رشد برايآن  هماهنگي و معده مخاط pH تعديل باعث

 آز اوره آنـزيم  توانـد  مـي  ،همچنـين  ،ارگانيسم اين. )3(شود مي

 و آمونيـاك  توليد و اوره ي تجزيه سبب و كند توليد نيرومندي

هــــا و  آمونيــــاك، توكســــين. )2(شــــود كربنيــــك گــــاز

 ـ ندنتوا مي توسط اين باكتري شده توليد يساكاريدها يليپوپل ه ب

 باعـث  و بگـذارد  اثـر  ي مخاطي معدهها سلول بر مستقيم طور

 از يكـي  پيلـوري  آلـودگي هليكوبـاكتر   ).5و2( شود ها آن آسيب

 از نيمـي  كمـابيش  كـه  اسـت  انسـان  در هـا  عفونت ترين شايع

كـه  شـده   نشـان داده  ،همچنين .هستند آن دچار جهان جمعيت
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 پيلوري  به عنوان كانديداي واكسن ژني عليه هليكوباكتر ureGسازي و بررسي بيان ژن  كلون

  1396تابستان  /102شماره/ شش و  بيست دوره/ گيلان پزشكي علوم دانشگاه مجله         21

 انسـان  ي معـده  عفونـت  ايـن  بـراي  شـده  شـناخته  مخـزن  تنها

 ودهـان   بـه  دهـان  راه از پيلـوري  عفونت هليكوباكتر. )2( است

 شود مي آغاز كودكي در عمدتأ ويابد  انتقال مي دهان به مدفوع

 مسـتقيم  دسترسـي  نداشـتن  و ميكروب ويژه وضعيت بدليل و

 در .)6( مانـد  مي باقي معده در عمر آخر تا آن به ايمني دستگاه

 افراد % 80 نزديك ايراني، ي جامعه سالم افراد بر متعدد بررسي

 الـي  5 نزديـك كـه   دچارنـد  پيلوري هليكوباكتر عفونت به بالغ

 :دربردارنـده  دوازدهـه  و معـده  هـاي  بيمـاري به  افراد اين % 10

 معـده  بدخيمي كمتري بسيار ميزان به و دوازدهه و معده زخم

 عفونـت  بـالاي  شـيوع  كـه  آنجـايي  از .شوند مي دچار لنفوم يا

 رخ توسـعه  حـال  در كشـورهاي  در پيلوري بيشـتر  هليكوباكتر

 هـا  كشـور  ايـن  از بسـياري  در اقتصـادي  بـار  ايجـاد  ،دهـد  مي

 پيلـوري  هليكوبـاكتر  غربـالگري  كه شده پيشنهاد). 7( است كرده

 ميـر  و مـرگ  كـاهش  در صـرفه  به مقرون يروش است ممكن

 خـدمات  بـه  نيـاز  كـاهش  بـا  و باشـد،  عـده م سرطان از ناشي

 هـاي  هزينـه  سـاير  و معـده  زخـم  ايجـاد  كـاهش  بـه  بهداشتي

 ـ پايـه  بـر  ).8( كند كمك هاضمه سوء  آز اوره موجـود  هـاي  همقال

 واكسـن  ي توليدهاكانديدا بهترين پيلوري از هليكوباكتر باكتري

 بايسـته  هليكوبـاكتر  بقـاي  بـراي  آز اوره وجـود   ).5( اسـت  بوده

 نيكـل  يون دو با همراه معده اسيدي محيط در آنزيم اين. است

 آنـزيم  اين فعاليت ،همچنين .كند مي فعاليت فعالش جايگاه در

-APO حـاوي  كمـپلكس  تشـكيل  و GTP هيـدروليز  نيازمند

Urease، UreF، UreHو Ureas از). 9( اســــت پروتئينــــي 

 و اسـت  تـر  حياتي بقيه به نسبت UreG ،آز اوره كمكي عوامل

ــالايي شــدگي حفاظــت ــي ب ــراي  .)9 و 5( دارد در ســاختار ژن  ب

ــارويي ــا روي ــاكتري ب ــاكتر ب  پيشــگيري هــاي روش از هليكوب

 اسـت ولـي   شـده  اسـتفاده  DNA واكسـن  توليد مانند متعددي

 بـه  هنـوز  DNA هـاي  واكسن پردازش در درگير هاي مكانيسم

 هاي سلول به DNA يكپارچگي در و اند نشده درك كامل طور

 وجـود  هـايي  نگرانـي  هنوز DNA ضد هاي بادي آنتي و ميزبان

 سـال  25 نزديـك  DNA تجربي هاي واكسن بار نخستين. دارد

 عوامـل  و باكتريـايي  ويروسـي،  عوامـل  از تعـدادي  براي پيش

  ).10( شد بررسي حيواني هاي الگو بر انگلي

 هـا  بيمـاري  از تعدادي در كه واكسيناسيون هاي راهبرد از يكي

 كننــده كــد پلاســميدي DNA از ادهاســتف ، بررســي شــده 

يـك   اين پلاسميدهاي نوتركيـب  .است ژني آنتي هاي پروتئين

 نتيجـه  در د،نشـو  مـي  تزريـق  گيرنـده  سـلول  داخـل  به راست

 شـده  كد پروتئيني ژن آنتي و كرده برداشت را DNA ،ها سلول

 به اين روش، بدست آمدهآنتي ژن  .كنند مي توليد را آن توسط

 سـلولي  و هومـورال  ايمنـي  پاسـخ  نـوع  دو هر برانگيختگي به

 مـدت  دراز بيـان  سبب DNA هاي واكسن در پايان. انجامد مي

 ايجـاد  دلخـواهي  ايمنـي  خـاطره  ،بنـابراين  .شـوند  مي ژن آنتي

 ureGســازي ژن  هــدف ايــن مطالعــه، كلــون ).11( كننــد مــي

و ايجاد سـازواره   يوكاريوتپيلوري در وكتور بياني  هليكوباكتر

pCI-neo-ureG ،  هاي  بررسي بيان اين ژن در سلول ،همچنين

  .است بوده، CHOجانوري 

  

  ها مواد و روش

ــا و ســلول جــانوري  ســويه) الــف ــايي، وكتوره  :هــاي باكتري

 ureGجداسـازي ژن   دركه پيلوري سويه استاندارد  يكوباكترهل

ــتفاده  ــداس ــد  ش ــه ش ــران تهي ــتور اي ــتيتو پاس ــراي. ، از انس  ب

 .E وكتورهـاي نوتركيـب از بـاكتري    و تكثير ترانسفورماسيون

coli  ســويهTop10F ــد ــتفاده ش ــز  . اس ــاكتري از مرك ــن ب اي

تحقيقات بيوتكنولوژي دانشگاه آزاد اسـلامي شـهركرد گرفتـه    

سـازي   به روش كلون PCRسازي محصولات  كلون براي. شد

T/A  از كيت شركتThermo Fisher Scientific   سـاخت

اسـت، بهـره    pTZ57R/Tكشور آمريكا كه حـاوي پلاسـميد   

نگـارش نـام وكتـور     آسـاني  بـراي در ايـن مقالـه   . گرفته شـد 

pTZ57R/T  به صورت مخففpTZ اندازه  . شود مي نگاشته

نشـانگر انتخـابي وكتـور     جفت بـاز بـوده و   2886اين وكتور 

pTZبه منظور بررسي بيـان  . سيلين است ، ژن مقاومت به آمپي

، Promegaشركت ساخت ( pCI-neoوكتور بياني  ،ureGژن 

 5472شـد كـه انـدازه ايـن وكتـور       به كار بـرده  )كشور آمريكا

كتور بـراي انتخـاب   نشانگرهاي انتخابي اين و .استجفت باز 

هاي جانوري ترانسفرم شـده، بـه    يايي و سلولهاي باكتر سلول

 CHOسـلول جـانوري   . سيلين و نئومايسين است ترتيب آمپي

بــه كــار  ureGژن  يوكــاريوتبــه منظــور بررســي بيــان  نيــز

  .شد گرفته

ژنـومي بـا    ureG: DNAو تكثيـر ژن  DNA اسـتخراج  ) ب

از ) شـركت سـيناژن، ايـران   ( DNAاستفاده از كيت اسـتخراج  
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  عباس دوستي دكتر -زهرا محمودي واشيان 

 22        1396 تابستان/ 102شماره/ شش و بيست دوره/ نگيلا پزشكي علوم دانشگاه مجله

ي تخلـيص   DNA چگونگي. شدپيلوري، تخليص  هليكوباكتر

تكثيـر ژن   بـراي  .شـد درصد بررسـي   1ژل آگارز  ، رويشده

ureG    ر ايـن تحقيـق   از پرايمرهاي اختصاصـي ايـن ژن كـه د

 Gene افـزار  پرايمرها با نـرم . بكار رفت، اند نمودارسازي شده

runner  از روي ژن ثبت شده در بانك ژن جهاني به شماره و

ن توليد بـه شـركت سـيناژ    برايطراحي و  ،FM991728ثبت 

بـه   ureGبراي تكثير ژن  بكار رفتهتوالي پرايمرهاي . شدارائه 

  :صورت زير است
ureG-F: 5´- TCTAGATTTATGGTAAAAATTGGAG -3´ 

ureG-R: 5´- GTCGACCGTAAGTGTTCATCAATCTTC -3´ 

با به كار بردن اين  PCR، اندازه محصول  افزاري بررسي نرم در

ــا،  ــاز   627پرايمره ــت ب ــودجف ــين. ب ــراي ،همچن ــاني ب  آس

بـه   Rو  Fهـر يـك از پرايمرهـاي     5 ̒سازي، در انتهـاي  كلون

تعبيـه   SalI  و XbaIي هـا  ترتيـب سـايت بـرش بـراي آنـزيم     

  ). ها خط كشيده شده است هايي كه زير آن بخش( شده

ــنش  ــايي حجــم در PCRواك ــر 25 نه  100حــاوي  ميكروليت

ــانوگرم ــومي،DNA نـ ــولار 200ي ژنـ  ، dNTPs ميكرومـ

 ،ureG-Rو  ureG-Fپرايمرهـاي   از يـك  هر از نانومولار100

 MgCl2 مولار ميلي PCR 10X ،  2/1 بافر از ميكروليتر 5/2

 شـركت ( SmarTaq DNA polymerase آنـزيم  واحـد  1و  

اپنــدروف،  شــركت( ترموســايكلر دســتگاه در) ســيناژن، ايــران

  .)12(شد انجام )آلمان

گـراد   سـانتي درجه  95 در نخستينواسرشت شدن  يك مرحله

 درجــه 94مرحلــه شــامل  30 دقيقــه و در ادامــه 5بــه مــدت 

بـه مـدت    گراد انتيس درجه 62به مدت يك دقيقه،  گراد سانتي

در بـه مـدت يـك دقيقـه و     گراد  سانتيدرجه  72يك دقيقه و 

 گراد سانتي  درجه 72 در يا  يك مرحلهشدن نهايي  درازنهايت 

روي ژل آگـارز   PCRمحصولات . دقيقه انجام شد 5به مدت 

  .و با نور ماوراي بنفش مشاهده شد شد، الكتروفورز % 1

 ureGبـوط بـه ژن   ي مرDNAقطعـه   :T/A سـازي  كلون) پ

. پس از الكتروفورز روي ژل آگارز، با تيغ اسـكالپل جـدا شـد   

ــا اســتفاده از كيــت تخلــيص  ،ســپس شــركت ( از ژل DNAب

Bioneerبـراي . سازي صـورت گرفـت   ، خالص)، كره جنوبي 

ميكروليتـر از ژن   2قـدار  سـازي، م  خـالص  درسـتي اطمينان از 

بررسـي   درصد الكتروفـورز و  1شده، روي ژل آگارز  تخليص

  .شد

اسـاس روش كـار كيـت،     بر pTZدر وكتور  T/Aسازي  كلون

 ureG ژن و pTZبــين وكتــور  Ligationو محصــول  انجــام

بــه درون  Ligationمحصــول  اســيونمترانسفور. فــراهم شــد

بــه روش شــيميايي طــي ســه مرحلــه هــاي باكتريــايي،  ســلول

بـا اسـتفاده از    Top10Fسـويه   Ecoliهـاي   شستشوي سـلول 

CaCl2 سـپس  . ك دهم مولار سـرد و اسـتريل انجـام شـد    ي، 

 90گراد به مدت  درجه سانتي 42آزمايش با شوك حرارتي در 

هـاي ترانسـفرم شـده روي     بـاكتري  پاياندر . ثانيه، ادامه يافت

ميكروگرم  50( سيلين بيوتيك آمپي حاوي آنتي LB-Agarپليت 

 37سـاعت در   16كشت داده شد و به مـدت   )ليتر در هر ميلي

 بدسـت آمـده  هاي  از كلني. )13( شد گذاشتهگراد  درجه سانتي

، پلاسـميد  )بيجنـو كـره  ، Bioneerشركت ( با استفاده از كيت

روش  بـه سـازي ژن   اوليـه درسـتي كلـون    پـذيرش و تخليص 

PCR    ــي ژن ــاي اختصاصـ ــتفاده از پرايمرهـ و  ureGو اسـ

 وانجـام   SalI و  XbaIهـاي   همچنين هضم آنزيمي بـا آنـزيم  

تاييـد نهـايي    برايحاصل در اين مرحله  pTZ-ureGه سازوار

  .شدچين تعيين توالي  Generayتوسط شركت 

وارد سـاختن ژن   بـراي  :سازي ژن در وكتـور بيـاني   كلون) ت

ureG   در وكتور بيـانيneo-pCI ، وكتـور نوتركيـب    نخسـت

pTZ-ureG با دو آنزيم XbaI و  SalI شد تا ژن  هضمureG 

نيـز بـا دو    neo-pCIوكتـور بيـاني    ،همچنـين  واز آن خارج 

همـه محصـولات هضـم    . هضم آنزيمـي  SalI و  XbaIآنزيم 

. الكتروفـورز شـدند   %1، روي ژل آگـارز  نـامبرده شد آنزيمي 

از روي ژل بريـده و بـه    neo-pCIو وكتـور   ureGقطعه ژن 

ــدند و     ــرار داده ش ــوب، ق ــه در دو ميكروتي ــورت جداگان ص

، Bioneerشـركت  ( كيـت از ژل با اسـتفاده از   DNAتخليص 

  . انجام شدآنها  ي، براي هر دو)كره جنوبي

آنـزيم   ureGو ژن  neo-pCIبـين وكتـور    Ligationمرحله 

T4-Ligase در  ترانسفورماســيونمراحــل  همــه. انجــام شــد

و شـوك حرارتـي و كشـت     TOP10Fسـويه   Ecoliباكتري 

 پـيش از آن روي پليت حاوي آنتـي بيوتيـك، مطـابق مرحلـه     

بـا   neo-ureG-pCIتاييد درستي سـازواره نهـايي   . دانجام ش

تعيــين تــوالي  در پايــانو هضــم آنزيمــي و  PCRهـاي   روش

  . شدارزيابي 
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 هـاي  سـلول بـه   neo-ureG-pCI انتقال سازواره نهايي) ث

 سلول در ureG ژن بيان بررسي براي تحقيق اين در :جانوري

 مسـتر  هـا  تخمـدان  سـلول  همـان  يا CHO سلول از جانوري،

 بــراي و شــد اســتفاده) Chinese Hamster Ovary( چينــي

 بهـره  الكتروپوريشـن  روش از هـا  سـلول  اين ترانسفورماسيون

 FBS % 10 حاوي  RPMI 1640  محيط در ها سلول .شد گرفته

 استرپتومايسـين  و سيلين پني  ليتر ميلي هر در ميكروگرم100 و 

 كشـت  CO2 %5 در شـرايط  و گـراد  سـانتي  درجه 37 دماي و

 روش از هــا ســلول ايــن ترانسفورماســيون بــراي .شــدند داده

شـركت   Gene Pulser Xcell مـدل دسـتگاه  ( الكتروپوريشن

Bio-Rad ــا ــد  )آمريك ــتفاده ش ــداد .اس ــدد از 2× 106 تع  ع

ــلول ــاي س ــمرده CHO ه ــر 400 حجــم در و ش  در ميكروليت

 800 ،ســپس. شــد ريختــه الكتروپوريشــن ويــژه 4/0 كــووت

-neo-ureG نوتركيـب  وكتـور  از وليتـر ميكر هـر  در نانوگرم

pCI، هـود  زير( استريل شرايط در كووت درون هاي سلول به (

. شـد  داده قـرار  يـخ  روي دقيقـه  5 مـدت  بـه  كووت و افزوده

 اسـتريل  گاز كمك با ها سلول حاوي كووت بيروني هاي ديواره

 پـالس  .شـد  داده قـرار  الكتروپوريشن دستگاه در و شد خشك

 400 و ولـت  كيلـو  174/0 شده سازي بهينه طشراي با الكتريكي

 2 مدت به درنگ بي ها سلول و شد داده ها سلول به ميكروفاراد

  .شد داده قرار يخ روي دقيقه

 حـاوي  كشت فلاسك در شده الكتروپوريت هاي سلول ،سپس

ــه RPMI محــيط ــراه ب ــي و FBS %10 هم ــبيوت آنت ــاي كي  ه

 در سـاعت  6 مـدت  بـه  و كشـت  استرپتومايسـين  و سيلين پني

 قـرار  CO2 درصد 5 و گراد سانتي درجه 37 دماي با انكوباتور

 100 كشـت  هـاي  فلاسـك از  يـك  هـر  بـه  ،سـپس . شدند داده

 مـاركر ( نئومايسـن  بيوتيـك  آنتـي  ليتـر  ميلـي  هـر  در ميكروگرم

) نوتركيـب  وكتـور  بـا  شـده  ترانسفرم هاي سلول براي انتخابي

 انكوبـاتور  رد ديگـر  ساعت 72 مدت به ها سلول و شد افزوده

 سـري  بـراي ) الكتروپوريشـن ( بـالا  مراحل تمام .شد داريهنگ

 گرفتـه  نظر در شاهد عنوان به كه CHO هاي سلول از ديگري

 گـروه  هـاي  سلول به كه تفاوت اين با شد انجام نيز بودند شده

  .افزوده نشد يي DNA هيچگونه شاهد،

بررسـي توليـد محصـول ژن    براي  : SDS-PAGE انجام) ح

ureG    كلون شده در وكتـور بيـانيneo-pCI  هـاي   در سـلول

CHO   از روش الكتروفورز روي ژل عمـوديSDS-PAGE 

ــه روش ذوب CHOهــاي  ســلول. اســتفاده شــد  انجمــاد و ب

حاصـل   سوسپانسيونمتلاشي و  )freeze and thow( متناوب

 ي روي ژلهـا  به چاهك ميلتون ها  با سرنگ سلولي ي افشرهاز 

 نشـانگر ميكروليتـر   5ها  ر يكي از چاهكد ،همچنين .شد وارد

 3بـه مـدت    ولـت  200 ولتـاژ  با الكتروفورزو  ريختهپروتئين 

بـراي  الكتروفـورز   به پايان رسـاندن پس از  .انجام شدساعت 

 ژل آميـزي  رنـگ هاي الكتروفورز شده،  نيمشخص شدن پروتئ

  .شدبرداري  عكس ژل از پاياندر و  انجام  بلو كوماسي با

  

  نتايج

ــف ــازي ژن  )ال ــر و جداس ــاكتر ureG تكثي ــوري هليكوب  :پيل

پيلوري با موفقيت انجام  از باكتري هليكوباكتر DNAاستخراج 

ايــن بــاكتري روي ژنــومي   يDNAنتــايج الكتروفــورز . شــد

  آگارز نشان دهنـده كيفيـت مناسـب آن بـراي انجـام ادامـه       ژل

با پرايمرهاي اختصاصـي    PCRپس از انجام .  بود ها آزمايش

رز، روي ژل آگــا PCRو الكتروفــورز محصــولات   ureGن ژ

 1نتايج اين مرحله در شكل  .جفت بازي بدست آمد 627باند 

   .نشان داده شده است

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

جفـت بـازي    100ماركر : 1 شماره PCRبه روش  ureGتكثير ژن :1 شكل

جفت بازي مربـوط   627مثبت كه باند نمونه هاي  5و  4، 2فرمنتاز شماره 

  كنترل منفي: 3شماره .را نشان مي دهند ureGه تكثير ژن ب

  

از روي ژل آگارز  ureGي مربوط به ژن DNAتخليص قطعه 

 دوبـاره از ژل انجام شد و الكتروفورز  DNAاستخراج  با كيت

         ٣             ٢              ١             �              � 

500 bp 

627 bp 
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  .تكثير و تخليص اين ژن بود درسـتي  ي ميكروليتر از محصول تخليص شده، نشان دهنـده  2

ــون) ب ــازي كل ــاب T/A س ــگ و س  PCRمحصــول  :كلونين

در  T/A سـازي  نههمسـا تخليص شده از ژل آگـارز بـه روش   

بدسـت  هـاي   كلنـي  بـر  PCRنتايج . شدكلون  pTZپلاسميد 

هاي حاصـل   از اين مرحله نشان داد كه بسياري از كلوني آمده

ــاوي ژن  ــاكتر ureGح ــوري  هليكوب ــتندپيل ــين. هس  ،همچن

ضـم آنزيمـي و   ه ماننـد هاي تاييدي و تكميلي ديگـر   آزمايش

در پلاسـميد   ureGسـازي ژن   تعيين توالي نيز درسـتي كلـون  

pTZ در ايـن مرحلـه سـازواره ژنـي      ،بنابراين. را تاييد كردند

pTZ-ureG تشكيل شد.  

موجـود در كيـت شـركت     pTZكـه وكتـور    با توجه بـه ايـن  

Thermo Fisher Scientific تكثيـري اسـت و بـه     يوكتور

پـريم آزاد خـود   -3در انتهاهاي  Tداشتن يك نوكلئوتيد  سبب

در انتهاهاي  Aكه داراي نوكلئوتيد  PCRتواند محصولات  مي

بپذيرد،  A-Tاساس قانون بازهاي مكمل  آزاد خود هستند را بر

 pTZوكتـور   ،بنـابراين . گويند T/Aسازي  اين مرحله را كلون

و تكثيـر ژن   نگهـداري سـازي،   كلـون  براي تنهادر اين تحقيق 

ureG راي بيان ژن ب. شده استفادureG   لازم است ايـن ژن از

وكتـور  يـك  خـارج و در   pTZ-ureGدرون وكتور نوتركيب 

ايجاد سازواره  پژوهشهدف اين  چون. دشوساب كلون  بياني

به عنوان كانديداي واكسن ژنـي عليـه    ureGاساس ژن  ژني بر

، نياز به اسـتفاده از يـك وكتـور بيـان     استپيلوري  هليكوباكتر

به اين منظور وكتور بيـان   كه در سلول يوكاريوت است شونده

مراحــل هضــم . شــدانتخــاب  neo-pCIشــونده يوكــاريوت 

-neoو وكتـور بيـاني    pTZ-ureGآنزيمي وكتـور نوتركيـب   

pCI با دو آنزيم XbaI و SalI   نتـايج  . با موفقيت انجـام شـد

بـه ترتيـب بـا     neo-pCIدر وكتور  ureGساب كلونينگ ژن 

در . هضم آنزيمي و تعيين توالي بررسي شد ،PCRهاي  روش

 نگـاره كـه   بدست آمـد  pCI-neo-ureGنهايت سازواره ژني 

  .نشان داده شده است 2ي ژني آن در شكل  نقشه

  

   pCI-neo-ureGتصوير سازواره نهايي  .2 شكل

  

بـا دو   pCI-neo-ureGنتايج هضم آنزيمي وكتـور نوتركيـب   

آن روي ژل آگـارز سـبب    و الكتروفـورز  SalI و XbaIآنزيم 

 5472تر به اندازه  د كه قطعه بزرگشو تشكيل دو قطعه ژني مي

تـر بـه    و قطعـه كوچـك   neo-pCIجفت باز مربوط به وكتور 

نتـايج ايـن   . اسـت  ureGجفت باز مربوط بـه ژن   627اندازه 

هـاي حاصـل از    داده. است شده  نمايش داده 3مرحله در شكل 

ده در سازواره نهايي نشـان داد  كلون ش ureGتعيين توالي ژن 
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  . شدبوجود نيامده و صحت توالي آن تاييد كه هيچگونه جهش يـا تغييـر نوكلئوتيـدي در تـوالي ايـن ژن      

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   SalIو  XbaI با دو آنزيم pCI-neo-ureGهضم آنزيمي سازواره نهايي 

  ureGو ژن  pCI-neoجفت بازي به ترتيب مربوط به وكتور  627و  5472ندازه هاي داراي دو باند با ا: 2 و 1هاي  شماره

  شركت فرمنتاز 1Kb ماركر : 3شماره 

  

وكتـور نوتركيـب    ترابـرد  براي :الكتروپوريشن و بيان ژن ) پ

pCI-neo-ureG كننده ژن  بيانureG هـاي جـانوري    به سلول

نسفرم كـردن  نتايج ترا. از روش الكتروپوريشن بهره گرفته شد

به روش الكتروپوريشن بـا سـازواره نهـايي     CHOهاي  سلول

pCI-neo-ureG بيوتيـك   ، سبب ايجاد مقاومت نسبت به آنتـي

عصاره سلولي حاصـل از  . شد CHOهاي  نئومايسين در سلول

هـاي گـروه    در كنـار سـلول   CHOهاي ترانسفرم شـده   سلول

 بـرو روبدون دريافت وكتور و بـدون   CHOهاي  سلول( شاهد

 ureGبررسـي بيـان ژن    براي) بيوتيك نئومايسين شدن با آنتي

نتايج الكتروفورز عصاره اين دو دسته سلول روي . شدبررسي 

ميزي آن بـا كوماسـي بلـو    آ و رنگ  SDS-PAGEژل عمودي 

 ureGيلودالتوني مربوط بـه محصـول ژن   ك 23نشان داد، باند 

  .ه استهاي ترانسفرم شده تشكيل شد لدر سلو

  

  گيري نتيجه و ثبح

انسـاني   به عنوان پاتوژن پيلوري كه هليكوباكتر با توجه به اين 

 بايسـتگي  بنـابراين ، دآي ـ مـي  به شـمار ) خطرناك( هراس انگيز

 يابـتلا  مسـير  در .است روشنهاي پيشگيري از آن  بررسي راه

 گيــري شــكل ســبب ،ايــن بــاكتري هــاي ژن آنتــي عفونــت، بـه 

 ،بنـابراين  ،)14( شـوند  مـي  نميزبـا  ايمنـي  دسـتگاه  هاي واكنش

هـا بـه صـورت     ژن ي ايـن آنتـي   كننـده  هـاي كـد   توان از ژن مي

ديگر  پژوهشگران هاي بررسي .بهره جست DNAهاي  واكسن

 يكـي از  عنـوان  بـه  پيلـوري  هليكوباكتر آز اوره آنزيم ،دادنشان 

اسـاس از    كند، بر اين ها در بدن ميزبان عمل مي ژن آنتي بهترين

 پيلـوري  هليكوباكتر عليه واكسن كانديداي به عنوانتوان  آن مي

اي  تحقيقات گسـترده  اخير سال چند طي در .)15( كرد استفاده

صـورت   بـاكتري  ايـن  با رويارويي به منظور يافتن راهي براي

 DNA هـاي  واكسـن  پذيرفته كه برخي از اين تحقيقات شامل

 آسـاني  به توان مي ژني هاي واكسن هاي برتري از. شوند نيز مي

هـاي مختلـف، امكـان     حـرارت  درجهدر  پايداري سازي، آماده

هـر دو سيسـتم ايمنـي     برانگيختگينگهداري و انتقال آسان و 

 دهـد  نشان مـي  ها داده اكنون اما. دكرهومورال و سلولي اشاره 

سـاخته  پيلـوري   گونه واكسن موثري عليـه هليكوبـاكتر   هيچ كه

امع انسـاني را نيافتـه   كاربرد عمومي در جو پروانهاست و  نشده

 از تعـدادي  در كه واكسيناسيون راهبردهاي از يكي). 16( است

 كننـده  كد پلاسميدي DNA از استفاده ،بررسي شده ها بيماري

                ١        ٢         ٣                        

5472 bp 

627 bp 

1000 bp 
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 سـلول  داخـل  بـه  يـك راسـت   كه است ژني آنتي هاي پروتئين

 برداشـت  را DNA هـا  سلول ،نتيجه در شود، مي تزريق گيرنده

 كـه  كنند مي بيان را آن توسط شده كد پروتئيني ژن آنتي و كرده

. دشـو  مـي  سـلولي  و هومورال ايمني پاسخ نوع دو هر به منجر

 بيـان  موجـب  كـه  ايـن  سـبب  بـه  DNA  هـاي  واكسن در انتها

 ايجـاد  دلخـواه  ايمنـي  خـاطره  و شـوند  مـي  ژن آنتي مدت دراز

ــي ــد م ــه كنن ــوان ب ــگيري روش عن ــوبي پيش  شــناخته مطل

ــد شــده ــه نجــار ).10( ان ــال در همكــاران و پيراي  در 2009 س

 كردنـد  كلون را پيلوري  هليكوباكتر باكتري hpaA ژن پژوهشي

 كلونـال  پلـي  هـاي  ژن آنتـي  بـه  ژن ايـن  كـه  كردنـد  مشاهده و

 يابـد،  مـي  افـزايش  آن بيـان  و دهـد  مي نشان واكنش خرگوش

 hpaA ژن بيان از حاصل HpaA پروتئين از توان مي ،بنابراين

 استفاده پيلوري هليكوباكتر عليه ژني كسنوا كانديداي عنوان به

 ي پــروژه1389 ســال در همكــاران و خــاني حــاجي ).17( كــرد

 پروتئينـي  تركيـب  ژنيسـيته  آنتي بررسي و تخليص بيان، كلون،

UreB332-HpaA كـه  دادنـد  انجـام  را پيلوري هليكوباكتر در 

 كه داد نشان توالي تعيين و PCR آنزيمي، هضم  آن نتايج طبق

 و اسـت  شـده  كلـون  نظـر  مـورد  ناقـل  در درستي به هدف ژن

 مناسـبي  كانديـداي  عنـوان  بـه  ژني آنتي تركيب اين از توان مي

  Fong ).18( كـرد  استفاده باكتري اين عليه واكسن توليد براي

و  UreG ،UreF سـاختار  روي بـر  2013 سال در همكاران و

UreH رد آز اوره فعاليـت  پيشبرد در ها آن كردكار چگونگي و 

 ايـن  داد  نشـان  كـه  دادنـد  انجام هايي پروژه پيلوري هليكوباكتر

 نيكـل  دادن سـازوكار . هسـتند  ضروري آنزيم اين براي عوامل

 استراتژي نگرنشا دارد، وجود پژوهش اين در كه UreG براي

  همـين  است، ديگر فلزي هاي آنزيم به نيكل تحويل براي كلي

 تركيـب  آز اوره بيجـان  هـاي  پروتئين چگونه كه داد نشان طور

 هيـدروليز  بـا  شـدن  جفـت  بـراي  و دهند مي شكل را اي ويژه

ــوزين ــري گوان ــفات ت ــراي 5 فس ــل ب ــل تحوي ــه نيك  آز اوره ب

 اهميـت  ، Fongپـژوهش  نتـايج  طبـق . باشند داشته همكنش بر

UreG دريافتنـد  همچنين و است تر حياتي و بيشتر ديگران از 

 معـده  اسـيدي  حـيط م در و است متالوآنزيم يك آنزيم اين كه

 در 2014 سـال  در همكـاران  و پـور  خليل ).9( كند مي فعاليت

 با پيلوري هليكوباكتر UreG پروتئين بين واكنش ،پژوهش يك

 نتـايج  اسـاس  بـر  كـه  دادنـد  انجـام  را پيلـوري  هليكوباكتر سرم

 آميـز  موفقيت شكلي به UreG پروتئين پژوهش اين از حاصل

 پروتئين پذيري واكنش ي هندهد نشان كه شد بيان و سازي كلون

 در پيلـوري  هليكوبـاكتر  مثبـت  كشـت  هـاي  نمونـه  بـا  مطلوب

 اكثر با ولي انجاميد نوتركيب پروتئين توليد به كه است بيماران

بدست  نتيجه اين ،بنابراين .نداد نشان واكنش كنترل هاي نمونه

 بررسـي  نيازمنـد  جديد پروتئين اين تشخيصي پتانسيل كه آمد

طـي يـك    2009سال  دوستي و همكاران در ).16( است بيشتر

 در پي توليد واكسن ژنـي  omp31ژن  پژوهش با كلون سازي

زايـي آن در مـوش    نتايج اين تحقيق و بررسي ايمنـي . آمدند بر

فعاليت مناسب اين واكسن ژني  ي نشان دهنده BALB/cنژاد 

ــود ــه ب ــث  ك ــگريباع ــلول كنش ــاي  س ــوش  Th-1ه در م

 2007در سـال   ،آز اوره آنزيم ureB واحد زير .)19( است شده

ــط  ــاران  Begueتوســ ــور درو همكــ ــاريوت وكتــ  يوكــ

pcDNA3.1/V5-His-TOPO ــون ــازي كل ــد س ــن . ش در اي

 ژنـي  واكسـن  عنـوان  به ،بدست آمده نوتركيب وكتور پژوهش

 آنهـا  تحقيق نتايج. شد بررسي مدل، آزمايشگاهي حيوانات در

 ،اين واكسـن نوتركيـب   اب شده واكسينه حيوانات در داد، نشان

 ).20( آمـد  پديـد  پيلوري هليكوباكتر عليه بالايي كمابيش ايمني

 هـاي  واحـد  زيـر  از يكـي  كـاربرد  ما، تحقيق هاي هدف از يكي

. است آينده تحقيقات در ژني واكسن عنوان به ،)ureG( آز اوره

 اجـزاي  كـاربرد  بـراي  تري روشن مسير ،Begue تحقيق نتايج

 مـا  تحقيق در. دهد مي نشان ژني واكسن عنوان به آز اوره آنزيم

 ureG سازي كلون با و pCI-neo پايه با يوكاريوت ناقل از نيز

 اسـتفاده  آز اوره ژنـي  خوشه اعضاي ترين مهم از يكي عنوان به

 در پيلـوري  هليكوبـاكتر  عفونـت  بـالاي بسيار  شيوع. است شده

 هـاي  روش شـد  باعث معده هاي ناراحتي در آن نقش و جهان

 هاي سويه اما. شود به كار برده باكتري اين عليه مختلفي درماني

 عرصـه  انـد،  يافتـه  افـزايش  اخير هاي سال در كه دارو به مقاوم

ــان ــن درم ــت اي ــه روز را عفون ــگ روز ب ــر تن ــر مشــكل و ت  ت

 بـه  تـا  داشته آن بر را پژوهشگران مسائل، همين ).21( كنند مي

ــال ــوثر  راه دنبـ ــايي مـ ــراي هـ ــگيري بـ ــت از پيشـ  عفونـ

 كـه  هـايي  ژن آنتـي  يـافتن  ،بنـابراين  .باشـند پيلوري  هليكوباكتر

 و نخستين ،برانگيزند عفونت، اين عليه را ميزبان ايمني سيستم

 بـراي  كـه  مـواردي  از يكـي  .سـت  راستا اين در گام ترين مهم

 اطمينـان  دارد، اهميت براي توليد واكسن ژني ژن نوع انتخاب
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. اسـت  برگزيـده  ژن حصـول م در ژنـي  آنتي خاصيت وجود از

 بـه  آز، اوره آنـزيم اگر  كه داد نشان گذشته در تحقيقات برخي

 موجـب  د،شـو  تزريـق  اهيگآزمايش حيوان به مستقيم صورت

 ايـن  عليـه  نسبي حفاظتي ايمني ايجاد و ايمني سيستم تحريك

 در ژنـي  آنتيويژگي  ، ها بررسيبرخي  ).22( خواهد شد باكتري

 ايــن. انــد داده نشــان را آز اوره ژنــيكمــپلكس  اجــزاي بيشــتر

 ،ureA، ureB، ureI، ureE شـامل  هـايي  بخـش  ژني گردآور

ureF، ureG و ureH محـرك  مجـزا،  صورت به كدام هر كه 

 هـاي  يافته اين بررسي با ).24 و 23( هستند ميزبان ايمني سيستم

نشـان   خـوبي  به ،)بالا در اشاره مورد موارد( ديگر پژوهشگران

هاي متعددي از اين دست در مورد نتـايج   مثاله ك شود داده مي

در مطالعه ما، سازواره ژنـي  . هاي ژني وجود دارد مثبت واكسن

pCI-neo-ureG  اســت و از ايــن  شــدهتوليــد و تاييــد نهــايي

تــوان در انجــام تحقيقــات واكســن عليــه   ســازواره ژنــي مــي

  .پيلوري استفاده كرد هليكوباكتر

 پيروزمندانـه پيلوري  ليكوباكتره) سنتتيك غير( طبيعي ureGژن 

درسـتي نتـايج تـوالي     نگـرش و با  شدهكلون  pTZدر وكتور 

توان از اين ژن به عنوان منبعي براي تحقيقـات آينـده    يابي، مي

كـه شـامل    pCI-neo-ureGسـازه ژنـي    ،همچنـين . بهره بـرد 

توانـد در   مـي  اسـت  pCI-neo يوكـاريوت وكتور بيان شونده 

 ureGي نوتركيب به صورت بيـان ژن  ها راستاي توليد واكسن

و توليد محصول پروتئيني و تخليص آن با اهداف كاربردي به 

بيـان   ،همچنـين   .صورت واكسن پپتيدي مـد نظـر قـرار گيـرد    

ــت ــق ژن  نخس ــتم  ureGو موف ــاريوتدر سيس ــه در  يوك ك

-pCIراهي روشن در راسـتاي كـاربرد    محقق شد، ماپژوهش 

neo-ureG  حيواني پـيش رو   الگويدر به عنوان واكسن ژني

   .دهد قرار مي

  

  سپاسداريو  سپاسگزاري

ــه  ــن مقال ــتاورداي ــان دس ــد   پاي ــي ارش ــه كارشناس ــتنام . اس

داننـد   و نويسندگان اين مقالـه بـر خـود لازم مـي     پژوهشگران

مراتب تقدير و تشكر خود را از همكاران بخش بيوتكنولـوژي  

حســين  دكتــر بــويژهدانشــگاه آزاد اســلامي واحــد شــهركرد، 

 رسـاندن انصاري و آقاي حميدرضا كبيري كه ما را در به ثمـر  

نويسـندگان اعـلام    .به آگاهي برساننددند، كراين تحقيق ياري 

  .گونه تضاد منافعي ندارند دارند كه هيچ مي
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Abstract: 

Introduction: Helicobacter pylori is a gram-negative bacterium that has infected many human societies worldwide. the 

urease of H. pylori is essential for its survival in the human stomach and the ureG gene is one of the most important 

virulence factors. 

Objective: The aim of this study is the cloning of the ureG gene in order to generate a gene vaccine against H. pylori.  

Materials and Methods: In this experimental study, the DNA was extracted from helicobacter pylori. amplification of 

ureG gene was performed using specific primers and the PCR products were cloned into pTZ vector using T/A cloning 

technique. the ureG gene was then cut from the pTZ vector using the XbaI and SalI enzymes and the gene was 

subcloned in the pCI-neo expression vector. the pCI-neo-ureG recombinant vector was transformed into CHO cells by 

electroporation, and ureG gene expression was detected on a SDS-PAGE gel. 

Results: The H. pylori ureG gene was amplified and isolated by PCR successfully. the results showed that the ureG 

gene was cloned into pTZ and pCI-neo vectors, correctly and the pCI-neo-ureG final construct was generated. the 

results of insertion of final construct into CHO cells showed the 23 KDa product on SDS-PAGE gel.  

Conclusion: The ureG gene cloned into pCI-neo expression vector has the potency of expression and production of the 

specific product of this gene in CHO animal cell. therefore, this gene construct can be used as a suitable candidate for 

the further experiments of recombinant vaccines against H. pylori in animal models. 
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