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Abstract  

Background & Objectives: Flagella and motility are important factors in bacterial colonization 

and pathogenicity. flaB is one of the important genes encoding the flagellar protein, which         

produces antibody against this gene play major role in immunogenesis. The aim of the present 

study was to make a flaB gene construct and to evaluate its expression in eukaryotic cells as a    

candidate for vaccine production. 

Materials & Methods: flaB cloning and subcloning was done in pTZ57RT and pBudCE4.1        

plasmids. Then the accuracy of the obtained clones confirmed by PCR, double enzyme digestion 

and sequencing. After transferring the confirmed gene construct to the animal cells, the gene      

expression was checked at the level of transcriptome and proteome by RT-PCR and SDS-PAGE 

methods. 

Results: PCR results showed amplification of a1563 bp segment related to flaB gene. Desired 

gene cloning had confirmed by PCR, double enzyme digestion and sequencing. The observation 

of 1563 bp and 56 kDa bands from RT-PCR and SDS-PAGE indicates the successful expression 

of flaB in HDF cells. 

Conclusion: The recombinant gene construct can express the FlaB protein in animal cells.      

Therefore, according to the results, this construct can be used as a candidate to produce an         

effective gene vaccine against Helicobacter pylori. 
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 چکیده

هیای ، یکیی از ژنflaBباشد. زایی هلیکوباکتر پیلوری میداشتن فلاژل و تحرك از عوامل مهم در استقرار و بیماریسابقه و هدف: 

کند. هدف از این پیووهیش، زایی ایفا میای در ایمنیبادی تولید شده علیه آن نقش عمدهمهم کد کننده پروتین تاژکی است که آنتی

 باشد. ای برای تولید واکسن میعنوان گزینههای یوکاریوتی بهو بررسی بیان آن در سلول flabساخت سازواره ژنی حامل ژن 

انجیام شید. سیصیت  یحیت  pBudCE4.1و   pTZ57RTدر پلاسمیدهای flabسازی و ساب کلونینگ ژن کلونها: مواد و روش

یابی تایید شد. پت از انتقال سیازواره تیایییید شیده بیه ، هضم آنزیمی دوگانه و توالیPCRهای دست آمده با روشهای به کلون

 بررسی شد. SDS-PAGEو   RT-PCR، بیان ژن در سطح ترانت کریصتوم و پروتئوم به دو روشHDFهای  سلول

سازی ژن مورد نظر با استیفیاده از سیه بود. کلون  flaBجفت بازی مربوط به ژن 1553نشان دهنده تکثیر قطعه   PCRنتایجها: یافته

کییلیودالیتیونیی حیا یل از           55جفت بازی و  1553های یابی تایید گردید. مشاهده باند، هضم آنزیمی دوگانه و توالیPCRروش 

RT-PCR وSDS-PAGE  های نشان دهنده بیان موفق این سازواره در سلولHDF .بود 

دست آمده ایین های جانوری دارد، بنابراین با توجه به نتایج بهرا در سلول FlaBسازواره نوترکیب توانایی تولید پروتین گیری: نتیجه

 تواند به عنوان یک انتخاب به منظور تولید واکسن ژنی موثر علیه هلیکوباکتر پیلوری استفاده گردد.سازواره می

 ، واکسن نوترکیب.  RT-PCRهلیکوباکتر پیلوری، کلون سازی،واژگان کلیدی: 

 

 140242425پذیرش مقاله:                                  140241420ویرایش مقاله:                                140141045دریافت مقاله: 

*( آدرس برای مکاتبه: گروه میکیروبیییولیوژی، دانشیگیاه آزاد اسیلامیی، جیهیرم، اییران.                          

  mkargar@jia.ac.irپست الکترونیک:                                   07193147203تلفن: 

 مقدمه     

یک باکتری گرم مینیفیی، میارپییی یی و                                 هلیکوباکتر پیلوری                 

زاییی      میکروآ روفیل است. این باکتری فاکیتیورهیای بیییمیاری                                             

باشد       ها فلاژل یا تاژك می                  ترین آن       متعددی دارد که از جمله مهم                          

که برای حرکت در سطح مخاط معده و کلونیزاسیون بیاکیتیری                                                    

تیاژك        9تا      4گیرند. در هر قطب باکتری                         مورد استفاده قرار می                    

تواند  ی  وسیعیی                 می    هلیکوباکتر پیلوری                 (.      2و 1شود       دیده می       

های گوارشی شامل گاستریت مزمین فیعیال، زخیم                                        از بیماری         

د ودنوم، زخم معده، سر ان معده و لنفوم میعیده را اییجیاد                                                                 

  900000دهند که سا نیه             (. مطالعات انجام شده نشان می                            3کند       

مورد مر  در اثر ابتلا به سر ان معده ناشی از این باکتری ر                                                           

(. بر اساس مطالعات انجیام شیده شیییو  آن در                                                       3دهد       می  

  هلیکوباکتر پیییلیوری                 (.      4  گزارش شده است                   70-50–ایران       

ترین عاملی است که جوام  انسانیی را آلیوده کیرده و                                                            شای     

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خیلاقیانیه  
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجا  به اثر ا لی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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دهید کیه        تواند از بدو تولد افراد را آلوده کند. آمار نشان می                                                  می  

(. نتیاییج          5بیش از نیمی از مردم دنیا میزبان این باکتری هستند                                                    

های متعدد در مورد شیو  عفونت با این بیاکیتیری در                                               بررسی     

منا ق مختل  دنیا بیانگر اختلاف در میزان شیو  بوده است. به                                                          

 وری که در کشورهای در حال توسعه، آلودگی با این باکتیری                                                       

بطور  شمگیری بیشتر از کشورهای توسعه یافته گزارش شیده                                                                 

در ید        20(. این آمار در کشورهای توسعه ییافیتیه،                                     5است       

جمعیت بال  است و در کشورهای در حال تیوسیعیه میییزان                                                

در د و گاه حتیی بیه                     0 تا      40آلودگی بسیار با تر بوده و به                              

 (.        9رسد       در د جمعیت بال  می                    100

تیوان بیه         می    هلیکوباکتر پیلوری                 زایی      از فاکتورهای مهم بیماری                       

زا و جیزییره            واکو ل      آز، سیتوتوکسین                عواملی مانند تاژك، اوره                       

ای      (. مطالعات گسترده                  ها اشاره کرد                و  سبنده          cagپاتوژنسیته            

دهید ایین         در مورد تاژك این باکتری انجام شده که نشان میی                                            

اندامک در استقرار و کلونیزاسیون در مخاط معده نقش کلییدی                                                        

کند و عامل اییجیاد عیفیونیت پیاییدار در میییزبیان                                                                   ایفا می       

بیان و سینیتیز زییر                 پروتین در             50بیش از        . (   11و 10و 7است       

پروتییین          20واحدهای تاژك نقش دارند که از این میان حداقل                                             

تشکیل دهنده اجزای ساختاری پایه، قیلاب و رشیتیه تیاژك                                                       

(. ساختار رشته تاژك از دو نو  فلاژلین تشیکیییل                                            12هستند         

است که در سیراسیر رشیتیه                        FlaAتر    شده است پروتین فراوان                     

که تراکم آن نیزدییک بیه                           FlaBپراکنده است و پروتین بزرگتر                           

ژنیی     (. به دلیل با  بودن وییوگیی آنیتیی                              13مبد  بیشتر است                  

تواند به عنوان هدف مناسیب                          های تاژك، این اندامک می                         پروتین      

کیار       بیه    هلیکوباکتر پیلوری                 تشخیصی و تهیه واکسن موثر علیه                               

(. فلاژلین به عنوان یکی از اهداف مهم سیستم ایمینیی                                                 12رود       

باشد که بعد از واکنش میان باکتری و میزبان، با ترشح                                                    مطر  می       

ها منجر به فعال شدن ایمنی  اتی و به دنبال آن ایمنیی                                                    کموکاین       

 (.  12گردد        اکتسابی می          

زا به دلیل استفاده بیش از انیدازه                                  های بیماری          مانند دیگر باکتری                 

امروزه        هلیکوباکتر پیلوری،                    ژنی     ها و ت ییرات آنتی                 بیوتیک      از آنتی       

بیوتیکی این باکتری نسبت به اکیثیر                                 شاهد افزایش مقاومت آنتی                       

و       ژنی در ایین بیاکیتیری                 ها هستیم. ت ییرات آنتی                      بیوتیک      آنتی    

هیای     مقاومت به درمان، بروز عفونت مجدد، عدم تاثیر بر شکیل                                                  

غیر فعال و هزینه با ی درمان باع  عدم ریشه کنی کامل ایین                                                        

گردد. تداوم استقرار باکتری در معیده                                    باکتری در مخاط معده می                      

های گیوارشیی و در                 تواند منجر به انوا  بیماری                          افراد آلوده می              

(. به همیین دلیییل                 14موارد حاد منجر به آدنوکارسینوما گردد                                        

یابی به واکسن موثر برای جلوگیری از عفونت  روری به                                                   دست   

ها که امروزه بیشتر مورد تیوجیه                              رسد. گروهی از واکسن                   نظر می      

زای     های ژنی بر پایه فاکتورهای بیییمیاری                                اند واکسن         قرار گرفته          

ها به روش میهینیدسیی                  باشند. این نو  از واکسن                       ها می     باکتری      

ژنتیک تولید و پت از تزریق به موجود زنده، بیاعی  اییجیاد                                                     

هیا  کیه        شوند. ایین نسیل از واکسین                      های ایمنی می            واکنش     

زاییی در بیرابیر               های نسل سوم هستند، توانایی ایمینیی                                  واکسن     

های مختل  مانند باکتری و ویروس                                های ناشی از پاتوژن                  بیماری      

(. هیمی ینییین در              15و تومورهای با منشا  ژنتیکی را دارند                                       

 DNAهای حیوانی مشاهده شده که واکسیناسیون به وسیله                                                 مدل   

در      .سبب ایجاد ایمنی علیه بسیاری از عوامل عفونی شده است                                                  

شود       ها از یک یا دو پروتین ویروس استفاده می                                      تهیه این واکسن              

به همین دلیل از تحریک غیر  روری سیستم ایمینیی تیوسیط                                                  

شیود. سیاییر           های پیکره میکروبی جلوگیری میی                            سایر پروتین           

تر، خالی  بیودن               های ژنی شامل مهندسی ساده                        مزایای واکسن            

هییا                                          داری آسییان آن            سییازی و نییگییه          مییحییصییول،  خیییییره            

 (.  19و 15باشد        می  

های حا ر و با تیوجیه بیه                       با توجه به مشکلات ناشی از درمان                              

های نوترکیب، این مطالعه بیا هیدف  یراحیی،                                       مزایای واکسن            

در      هلیکوباکتر پیلوری                      flaBساخت و بررسی بیان سازواره ژنی                             

  Human Dermal Fibroblast     )HDFهای یوکاریوتیی،                  سلول    

 انجام شد.               

 

 ها  مواد و رو           

در این مطالعه تجربی، از بیوپسی معده بیماران مبتلا به سر یان                                                           

برای جداسازی ژن میورد                        هلیکوباکتر پیلوری                 معده و آلوده به                 

   TOP10Fسیوییه      اشریشیا کلیی           مطالعه استفاده شد. از باکتری                              

های نوترکیب و هم نین از سلیول                              سازی و تکثیر ژن               برای کلون         
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HDF                        به منظور بررسی بیان ژنflaB                            در سلول جانوری، استفاده

از مرکز تحقیقات سلیولیی و                           E. coliها و سویه           شد. این سلول            

مولکولی دانشگاه علوم پزشکی اهواز دریافت شد. به مینیظیور                                                      

، از       T/Aسیازی    به روش کلیون             PCRسازی محصو ت             همسانه      

ساخت کشور آمریکا حیاوی                          Thermo Fisher Scientific کیت   

بهره گرفته شد. نشانگر انتخابی این وکتور                                            pTZ57R/Tپلاسمید      

 زم        flaBباشد. برای بیییان ژن                  سیلین می        ژن مقاومت به آمصی                 

خارج و در             pTZ-flaBاست این ژن از درون وکتور نوترکیب                                  

یک وکتور بیانی یوکاریوتی درج شود. به این منظور از وکیتیور                                                         

، آمیرییکیا(           (pBudCE4.1    Invitrogenبیان شونده یوکاریوتی                      

بیوتیکی نسبت بیه ز یوسییین بیرای                             استفاده شد. مقاومت آنتی                       

های باکتریایی و جانوری ترانسفرم و ترانسفیکیت                                            انتخاب سلول           

جفت       4575های این حامل که دارای اندازه                              شده، از دیگر ویوگی                  

 (.  21باشد، است             باز می      

بیه مینیظیور          :          flaBو تیکیثیییر ژن            DNAال ( استخراج              

از کیت اسیتیخیراج                  هلیکوباکتر پیلوری                 ژنومی          DNAاستخراج       

DNA                       استفاده شد. توالی ژن                      (شرکت سیناژن، ایرانflaB         بیرای

گرفته شد. پرایمرهای                       NCBI راحی پرایمر از بانک ژن جهانی                               

مورد استفاده در این تحقیق که برای تکثیر و جیداسیازی ژن                                                              

flaB                                       مورد نیاز هستند، با کیمیک نیرم افیزارGene runner                      

تییوالییی                               دارای ییراحییی شییدنیید. پییرایییمییر رفییت                        

F :  5 ' - T AG T T CAGCAGGCACAGGG -3  و              '

تیییوالیییی                                      دارایپیییراییییمیییر بیییرگشیییت دارای                    

F: 5'- AAACCACATTGATACTCTTAGC -3'  بییه      بییود .

از       flaBسازی و یا خارج ساختین ژن                       منظور سهولت در کلون                   

یک وکتور و کلون سازی مجدد آن در وکتیورهیای میتیفیاوت                                                 

هر یک از پرایمرهای  راحی شده، سیاییت                                       5دیگر، در انتهای                 

برش آنزیمی در نظر گرفته شد به  وری که جایگاه بیرش در                                                     

و در توالی پرایمر بیرگشیت                           SalIتوالی پرایمر رفت برای آنزیم                             

 (.  21قرار داده شدند  شرکت سیناژن، ایران(                                          baI برای آنزیم          

انجام شد. برای این کیار ابیتیدا                                PCRپا روش           flaBتکثیر ژن        

با     PCRمیکرولیتر از بافر                   125میکت ساخته شد که حاوی مقدار                             

میلیی        50با غلظت           MgCl2میکرولیتر             50به همراه            x 10غلظت      

مو ر میخیلیوط            میلی      10با غلظت           Dntpمیکرولیتر             25مو ر و        

میکرولیتیر             1000میکرولیتر آب تزریق به حجم                             00 شدند و با           

میکرولیتر انیجیام                   25در حجم نهایی                PCRرسانده شد. واکنش                  

میکرولیتر             20شد. به  وری که به ازای هر میکروتیو  واکنش،                                            

  1از مخلوط  کر شده، از پرایمرهای رفت و برگشت هر کدام                                                    

مییکیرولیییتیر             1میکرومو ر و هم نین                      10میکرولیتر با غلظت                 

رقیق در یک میکروتیو ، میخیلیوط                               Taqمراز      پلی     DNAآنزیم       

هیلکوباکتر              DNAنانوگرم( از               100میکرولیتر               2شدند. در آخر              

به مخلوط واکنش ا افه شد. برای جلوگیری از تبخییر،                                                   پیلوری      

روغین میعیدنیی اسیتیرییل بیه                        (میکرولیتیر           20یک قطره           

در سیه میرحیلیه                PCRبرنامه دمایی              .ها ا افه شد             میکروتیوب         

درجیه        74انجام شد. مرحله اول شامل حیرارت اولیییه در                                         

دقیقه  یک  رخه(، مرحله دوم متشکل از                                       5سلسیوس به مدت               

 رخه سه قسمتی بود. قسیمیت اول جیهیت دنیاتیوره                                                           30

، قسیمیت دوم            (درجه سلسیوس به مدت یک دقیقه                             74  کردن    

درجه سلسیییوس بیه                  52  الگو      DNAبرای اتصال پرایمرها به                        

درجه        92ثانیه( و قسمت سوم جهت تکثیر ژن هدف                                        45مدت     

سلسیوس به مدت یک دقیقه( بود. در نهایت مرحله تیکیثیییر                                                   

دقیقه و بیرای                5درجه سلسیوس به مدت                      92نهایی در حرارت                

با الکتروفورز آن                    PCRیک  رخه انجام شد. بررسی محصول                               

در د انجام گرفت. بررسیی نیتیییجیه                                145بر روی ژل آگارز                 

آمیزی ژل با محیلیول اتیییدییوم                           الکتروفورز با استفاده از رنگ                            

 (.    21 ورت پذیرفت                 Uvdocبروماید و مشاهده آن با دستگاه                               

در پلایسیمییید             flaBسازی ژن         برای کلون         :   T/Aسازی      ب( کلون       

pTZ               ابتدا محصولPCR                                 به همراه کمترین مقدار میمیکین از

آگارز همراه آن، با تی  اسکالصل از روی ژل بریده و سیصیت بیا                                                         

، کیره       Bioneerشرکت        از ژل       DNAاستفاده از کیت تخلی                       

تخلی  شده، بیا                 PCRسازی گردید. محصول                   ، خال       (جنوبی     

 سیاخیت شیرکیت              T/Aاستفاده از کییت کیلیون سیازی                          

ThermoFisher        بر اساس دستور کار کیییت، کیلیون                               (، آمریکا ،

بیه       pTZو پلایسیمییید          flaBشدند. سصت محصول اتصال ژن                          

که به روش شیمییاییی بیا                         TOP10Fسویه       E. coliهای   باکتری      

مو ر( مسیتیعید شیده بیودنید،                          041استفاده از کلرید کلسیم                          
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های ترانسفرم شده                  ها، باکتری          جهت تمایز سلول                .ترانسفورم شد            

سیییلییین                                     بیییوتیییک آمیصیی           حاوی آنتی           LB-Agarروی پلیت          

درجه سلسیوس               39لیتر( کشت و در                میکروگرم در هر میلی                     50    

ها، به منظور حف  و                    گذاری شدند. پت از مشاهده کلنی                             گرمخانه       

ها به  یورت            های ترانسفرم شده، تعدادی از کلنی                                تکثیر باکتری            

حیاوی        LB-Agarها روی پیلیییت             تصادفی انتخاب و از آن                     

سیلین، ماتیرییکیت تیهیییه شید. از بییین                                بیوتیک آمصی             آنتی    

های رشد یافته، تعدادی به  ورت تصادفی انتخاب و                                                 ماتریکت       

هیمیراه بیا            LB-Brothلیتر محییط           میلی      5های حاوی          در لوله       

های رشید         سیلین کشت داده شدند. از  باکتری                               بیوتیک آمصی             آنتی    

، کیره        Bioneerشرکیت     یافته در این مرحله، با استفاده از کیت                                       

، تخلی  پلاسمید  ورت گرفیت و تی یییید اولیییه                                        (جنوبی     

و      flaBسازی ژن با استفاده از پرایمرهای اختصا ی ژن                                            کلون    

  baI و      SalIهای   ، هم نین هضم آنزیمی با آنزیم                             PCRانجام       

حا ل در این مرحله جهیت                          pTZ-flaB(. سازواره          21انجام شد          

کشور  ین تعیین تیوالیی                        Generayت یید نهایی، توسط شرکت                        

 .گردید     

پیلایسیمییید نیوتیرکیییب                                    سازی ژن در وکتور بیانی:                         ج( کلون       

pTZ-flaB                                             که در مرحله قبل تخلی  و ت ییید شیده بیود، بیا

از      flaBبریده و ژن               baI و   Sal Iدهنده       های برش       استفاده آنزیم             

نیز توسط            pBudاز  رف دیگر، وکتور بیانی                            .وکتور جدا گردید               

  flaBهای  کر شده برش داده شد تا آماده پیذییرش ژن                                           آنزیم     

در د        1گردد. محصو ت هضم آنزیمی مذکور روی ژل آگارز                                            

خطی شیده و               pBudCE4.1الکتروفورز شدند. قطعات وکتور                              

از روی ژل بریده و بیه  یورت جیداگیانیه در دو                                            flaBژن  

از ژل با استفاده از                        DNAمیکروتیوب قرار داده شدند. تخلی                                

، برای وکتور بیانیی و ژن                         (، کره جنوبی            Bioneerشرکت     کیت     

flaB                                         انجام شد. به منظور ایجاد اتصال بین ژنflaB           و حیامیل

pBud                          خال  شده از ژل، از آنزیم T4                    .لیگیاز اسیتیفیاده شید

  pBud   ،7میکرولیتر از حامیل                     3گرهای مرحله اتصال،                    واکنش     

  1( لییگیاز و           10 میکرولیتر از بافر                       flaB    ،2میکرولیتر از ژن               

 20 در حیجیم نیهیاییی              (واحد    1  لیگاز      T4 میکرولیتر از آنزیم                  

میکرولیتر با افزودن آب مقطر با یکدیگر مخلوط شدند. سیصیت                                                       

و کشیت بیر روی                   E.coliمراحل ترانسفورم کردن در باکتری                              

انجام شد.            T/A بیوتیک ز وسین، مطابق مرحله                          پلیت حاوی آنتی              

بیا      pBudCE4.1 –flaBت یید درسیتیی سیازواره نیهیاییی                           

 .، هضم آنزیمی و نهایتا تعیین توالی بررسی شد                                           PCRهای     روش   

هیای     به سیلیول            pBudCE4.1 –flaBد( انتقال سازواره نهایی                         
در       flaBدر این تحقیق به منظور بررسی بیییان ژن                                   جانوری:         

استفاده و برای انتقال سیازواره                                 HDFسلول جانوری، از سلول                      

 Gene Pulserها از دستگاه الکتروپوریشین میدل                             به این سلول           

 cell         شرکت Bio-Rad        بهره گرفته شد.                ( آمریکا 

  2    910، تیعیداد       HDFهای     به منظور انجام الکتروپوریشن سلول                                

میکرولیتر در کیووت میخیصیو                            400شمارش و در حجم                

نانیوگیرم در هیر                 700الکتروپوریشن ریخته شد. سصت مقدار                                  

هیای     ، به سلول         pBudCE4.1 –flaBمیکرولیتر از سازواره نهایی                            

  5درون کووت در شرایط استریل ا افه شد و کووت به مدت                                                  

دقیقه روی ی  و پت از خشک و تمیز نمیودن دییواره هیای                                                  

بیرونی کووت، در دستگاه الکتروپوریشن قرار داده شد. پیالیت                                                        

میکیروفیاراد بیه                 400کیلو ولت و              04194الکتریکی در شرایط                   

دقیقه روی ی                 2ها بلافا له به مدت                   ها داده شد و سلول                 سلول    

های الکتروپوریت شده در فلاسک                             قرار داده شدند. سصت سلول                        

در د سیرم جینییین                 10به همراه             RPMIکشت حاوی محیط             

سیلین و استرپتومیایسییین                       های پنی       بیوتیک      ( و آنتی        FBSگاوی        

ساعت در انکوباتور با                        5کشت داده شدند و در نهایت به مدت                                 

 قرار داده شدند.                    CO2در د      5درجه سلسیوس و                 39دمای      

میییکیروگیرم در هیر                  50سصت به هر  فلاسک کشت مقدار                           

هیای     مارکر انتخابی برای سیلیول                        بیوتیک ز وسین                 لیتر آنتی          میلی    

ها به مدت           ا افه شد و سلول               ( ترانسفرم شده با وکتور نوترکیب                             

تمام میراحیل              .ساعت دیگر در انکوباتور نگهداری گردیدند                                        92

ها که به عنوان                با   الکتروپوریشن( برای گروه دیگری از سلول                                          

گروه شاهد در نظر گرفته شده بودند نیز انجیام شید بیا ایین                                                      

خیارجیی         DNAگونه      شاهد، هی            HDFهای     تفاوت که به سلول                

 ا افه نگردید.                   

( و پروتیئیوم             RNAه( بررسی بیان ژن در سطح ترانت کریصتوم                                         
برای بررسی بیان اختصا ی ژن هدف                                 :   RT-PCR (   1 پروتین(:           
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از این دو دسیتیه سیلیول                       RNA، استخراج           HDFهای     در سلول       

 ترانسفورم شده با سازواره و شاهد( با استفاده از کیت  شرکت                                                           

  iagen        سصت سنتز            .انجام شد        ( آمریکاcDNA                 با اسیتیفیاده از

( بر اساس دستورالعمل کیت تهیه                               Japan, Takaraکیت  شرکت           

  flaB-Fبا استفاده از پرایمرهای مخصو  ژن                                    PCRشد. تست         

تهیه شده به منظور شینیاسیاییی ژن                                cDNAبر روی          flaB-Rو   

هدف، با برنامه و میزان مواد مورد استفاده در مراحل قبل انجیام                                                             

 (.  21   ارزیابی شد                 1و نتیجه روی ژل آگارز                      

2     )SDS-PAGE                                          الکتروفورز ژل پلی آکریلامید سدیم دودسییل :

هیا    ( تکنیکی برای جداسازی پیروتییین                            SDS-PAGEسولفات          

شان در یک جریان الکتریکی بیراسیاس                                 براساس توانایی حرکت                   

باشد. در ایین               ول زنجیره پلی پصتیدی یا وزن مولکولی شان می                                           

روش با استفاده از دترجنت سدیم دودسیل سولفات سیاخیتیار                                                    

هیا بیه  یورت            رود و پروتییین            دوم و سوم پروتین از بین می                          

آیینید، ایین روش شیامیل دو                       های پروتینی در میی                 زنجیره      

بییه       Stackingبییاشیید. ژل        مییی    Stackingو      Resolvingژل  

کینید و       هیا کیمیک میی         ها درون  یاهیک            قرارگیری پروتین               

  Stackingکه در د اکریل آمییید آن بیا ژل                                Resolvingژل  

هیا بیراسیاس وزن                         باشد، جیداسیازی پیروتییین                    متفاوت می         

به روش  وب و                 HDFهای   شان را به عهده دارد. سلول                         مولکولی       

( متلاشی و سوسیصیانسیییون                      freeze and thawانجماد متناوب                 

حا ل از عصار  سلولی با استفاده از سرنگ هیامیییلیتیون بیه                                                    

  5ها مقدار            های روی ژل وارد شدند. در یکی از  اهک                                     اهک    

ولت       200میکرولیتر نشانگر پروتین ریخته و الکتروفورز با ولتاژ                                                     

ساعت  ورت گرفت. پت از اتمام الکتروفورز برای                                               3به مدت        

آمیزی ژل بیا             های الکتروفورز شده، رنگ                       مشخ  شدن پروتین               

 (.  21کوماسی بلو انجام شد                       

 

 ها  یا ته     

از بیاکیتیری             DNAاستخراج         :      flaBال ( تکثیر و جداسازی ژن                       

با موفقیت انجام و بررسی غلظت با استفیاده                                           هلیکوباکتر پیلوری                 

در د انجام شید                 1از نانو درا  و الکتروفورز روی ژل آگارز                                        

دسیت     در هر میکرولیتر و باند بیه                           DNAنانوگرم           170که غلظت         

     .بود     PCRبرای انجام              DNAآمده نشان دهنده کیفیت مناسب                             

با استفاده از پرایمرهای اخیتیصیا یی ژن                                       PCRانجام واکنش           

flaB                      جفت بازی مربوط بیه ایین                         1553، منجر به تشکیل باند

 .( 1محصول شد  شکل             

جفت بیازی،  100مارکر   M  .ردی  PCRبه روش  flaBتکثیر ژن :  1شکل 

  کنترل منفی.  ( و ردی  flaB  bp1553تکثیر قطعه ژنی  1-9ردی  

  flaB    ژن     PCRمحصول     کلونینگ:              ساب       و   T/A  ب( کلون سازی            

  در      و سصت         کلون      T/Aتکنیک           از      استفاده           با     pTZوکتور         در      ابتدا     

   PCRانجام         نتایج       .گردید         کلون        ساب     pBudCE4.1    بیانی         وکتور     

    flaB    ژن      حیاوی        هیا    اغیلیب آن           کیه      داد       روی پلاسمیدها نشان                 

  از      آمیده        دسیت   بیه      های   یافته         هم نین        .بودند         پیلوری          هلیکوباکتر          

  درستیی         نیز       توالی         تعیین         و     آنزیمی          نظیر هضم            ت ییدی          های   تست   

  وکیتیور         تشیکیییل         و   pTZ    پلاسمیید          در    flaBژن        سازی        کلون    

  در     flaBژن      درج       نیتیاییج         کردند.          تایید         را     pTZ-flaBنوترکیب       

  تیوالیی         تعییین         و     آنزیمی          ، هضم      PCRهای   با روش          بیانی         وکتور     

تایید شید.             pBudCE4.1-flaB  نهایی       سازواره         و تشکیل           بررسی     

  و                     SalIو       baI     آنیزییم         دو      بیا      سیازواره           ایین       آنیزییمیی          هضم   

  بیانید                  تشیکیییل دو            موجیب      آگارز       ژل    روی     الکتروفورز              سصت   

میییربیییوط                                                       تیییرتییییییب         بییه      بیییازی        جییفیییت       1553    و     4575

(.                            2گیردیید  شیکیل              flaB    ژن      و    pBudCE4.1به وکیتیور        

  در سیازواره              شیده       کلون      flaB    ژن      توالی         تعیین         از      حا ل        نتایج     

دسیت             و نتیاییج بیه            BLAST    جهانی         ژن      بانک        پایگاه          در      نهایی     

  نیوکیلیئیوتیییدی                                  ت یییییر         یا      جهش       گونه    هی        که      داد       نشان        آمده    

  آن                              تیوالیی         درسیتیی         و     نیییامیده          وجیود    بیه      ژن      ایین       در تیوالیی        

 شد.     ت یید     
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ج(الکتروپوریشن و بررسی بیان ژن در سطح ترانت کرییصیتیوم                                                     
(RNA)              :پت از الکتروپیوریشین سیازواره نیهیاییی                                  و پروتئوم

pBudCE4.1-flaB         هیای   در سیلیولHDF                                   کشیت وتی یییید ،

در ایین سیلیول                                 flabها، به منظور بیررسیی بیییان ژن                            آن  

انیجیام شید. نیتیاییج                                SDS-PAGEو   RT-PCRجانوری، با            

ها در مراحل کشیت در حضیور ز یوسییین                                            نشان داد سلول             

اند که تایید کننده دریافیت                           بیوتیک مقاوم شده                نسبت به این آنتی                

بیود. نیتیاییج حیا یل                                       pBudCE4.1-flaBپلاسمید نوترکیب                

بیرای تیایییید بیییان                                  RT-PCRاز انجام واکنش اختصا یی                      

هیای ییوکیارییوتیی                               در سیلیول       هلیکوباکتر پیلوری                        flaBژن  

        cDNAبیر روی          PCRمثبت بود به  وری که پت از انجام                                 

دست آمید، امیا نیتیاییج                            جفت بازی به             1553سنتز شده، باند                

 کنتیرل مینیفیی(                      pBudCE4.1-flaBهای فاقد          حا ل از سلول            

فاقد باند مورد نظر بود. این نیتیاییج نشیان دهینیده نسیخیه                                                                   

(.    3باشد  شکل           می    HDFهای     در سلول         flaBبرداری موفق ژن                

هیا            هم نین نتایج حا ل از الکتروفورز عصیاره ایین سیلیول                                              

آمیییییزی آن بییا                           و رنییگ        SDS-PAGEروی ژل عییمییودی            

   flaBکیلودالتونی مربیوط بیه بیییان ژن                              55کوماسی بلو، باند                  

(، نتایج حا ل               4های ترانسفرم شده را نشان داد  شکل                                   درسلول      

بیاشید کیه         موید این مو و  میی                   SDS-PAGEو      RT-PCRاز  

بیا       HDFهای     در سلول         pBudCE4.1-flaBفرآیند بیان سازواره                     

 موفقیت انجام شده است.                       

 بح      

  تاژکی         های     ژن  آنتی      پیلوری          هلیکوباکتر          مهم         های   ژن  آنتی        جمله        از  

  و     تحرك        عدد در هر باکتری و عامل                          7 تا   5 هستند. تعداد تاژك                 

هیای     بیادی    آنیتیی      .باشد    می      کلونیزاسیون در بافت و مخاط معده                               

سازنده تیاژك از                  FlaA    و   FlaBاختصا ی علیه زیر واحدهای                          

(. بیه       17و  1سرم اغلب بیماران آلوده جداسازی شده اسیت                                          

بیوتیکی در این باکتری، امیروزه                               دنبال شیو  وسی  مقاومت آنتی                           

شیونید.       های  ند دارویی اغلب با شکست میواجیه میی                                      درمان     

های زییادی بیرای                تلاش       میلادی،       1990 دهه       اوایل         محققان از         

انید. اگیر یه            انجام داده            پیلوری          هلیکوباکتر              واکسن علیه              یافتن     

هنوز موفق به تولید یک واکسن موثر در پسیشگیری از آلودگیی                                                        

های اخیر توجه بیشیتیری بیه                         اند اما در دهه              با این باکتری نشده                  

بیا  pBudCE4.1-flaBهضم دوگانه آنزیمی پلاسمید نوترکیییب :   2شکل 

 pBudCE4.1 vector : قطعه 5و  DNA ،1: مارکر SalI .Mو  baI های  آنزیم

(4595bp) + flaB fragment (1563 bp) ،7 :          وکییتییور نییوتییرکیییییب

pBudCE4.1-flaB .برش نیافته 

در  flaBبیرداری ژن به منظور تایید نسخه RT-PCRواکنش کلنی :  3شکل 

 DNA: مارکر  flaB. Mهای انسانی با استفاده از پرایمرهای اختصا ی سلول

در  flaBژن  cDNAجفت بازی تکثیر یافته از  1553: قطعه 9-1کیلو بازی، 1

 : کنترل منفی. و  HDFهای سلول

 Mترانسفکت شیده بیا سیازواره:  HDF  هایسلول SDS-PAGE:  4شکل 

باندهای میربیوط بیه بیییان  3و 4: سلول فاقد سازواره، ردی  1و2مارکر، 

 : کنترل منفی.5، ردی  FlaB(56KDa)های  پروتین
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هلیکوباکتر            زا    های بیماری            سازواره های مهندسی شده بر پایه ژن                                 
هیای     (. تحقیقات نشان داده است واکسین                              20شده است           پیلوری      

نوکلئیک اسید توانایی تحریک ایمنی سلولی و همورال را دارنید                                                          

های بعدی توسط باکتیری                      توانند از ابتلا به عفونت                       و هم نین می           

بیا واکینیش                 flaBدر این تحیقیییق ژن                   (.    19جلوگیری کنند                

کلون شد.             pTZمراز تکثیر و با موفقیت در وکتور                               ای پلی        زنجیره      

انیجیام         pBudCE4.1سصت ساب کلونینگ در وکتور یوکاریوتی                                  

آنیزییمیی            ، هضیم     PCRهیای     سازی با روش           شد و نتایج کلون               

 یابی مورد تا ید قرار گرفت.                            وتوالی      

از سویه اسیتیانیدارد                     DNAمحققان پت از تخلی                         از      گروهی     

تکثییر و               PCR    را به روش           flaA    قطعه ژنی          هلیکوباکتر پیلوری                 

قطعات ژنی حا ل در سیستم کلیون سیازی                                           جداسازی کردند.              

T/A               بر پایه وکتورpTZ       در بیاکیتیری                   سیصیت       و     سیازی    کلیون  

  تکثیر شدند. ساب کلونیینیگ در                            TOP10Fسویه          کلی       اشریشیا       

انیجیام شید.  یحیت                 (-)pcDNA3.1یوکاریوتی             بیانی         وکتور     

توالی و هضم آنزییمیی میورد                         مراحل انجام شده با روش تعیین                            

های مورد بررسیی                تا ید قرار گرفت. در نهایت بیان ژن در سلول                                         

قرار گرفت. بدین ترتیب محققین یاد شده با توجه به بیان موفق                                                           

   pcDNA3.1(-)-flaAهای یوکاریوتیی             سازواره حا ل در سلول                    

تواند انتخاب منیاسیبیی                     تواند این سازواره می                    نشان دادند که می                

  (. در      1باشد          هلیکوباکتر پیلوری                 برای تهیه واکسن ژنی علیه                          

برای تهیه سازواره میهینیدسیی شیده                                    flaAدیگری ژن              مطالعه      

انتخاب شد. ابتدا این ژن با استفاده از پرایمرهای اختصا ی بیا                                                            

  T/Aبیه وکیتیور            PCRتکثیر و سصت محصول                     PCRروش     

pTZ57RT)    (                                             کلون شد. محصول این مرحله با هضم آنزیمی با

های اختصا ی تا ید گردید. بعد از انجام ساب کلونیینیگ                                                   آنزیم     

،  حت نتایج با روش تعییییین                           pBudCE4.1درون وکتور بیانی                

هیای     در سلول             flaAتوالی و هضم آنزیمی تا ید شد. بیان موفق                                        

تواند برای تهیه واکسین ژنیی                           جانوری نشان داد که این ژن می                            

استفاده شود. علاوه بر آن نویسندگان بعد از بررسی تیحیرییک                                                      

سیستم ایمنی توسط سازواره نوترکیب، این ژن را عامل تحریک                                                        

میعیرفیی                       BALB/cهیای     مناسب سیستم ایمینیی در میوش                        

هیای قیبیلیی بیا             (، که نتایج و روش کار پووهش                           21اند       نموده     

هیای ییوکیارییوتیی               ها در سیلیول            مطالعه ما تا مرحله بیان ژن                          

  flaAسازی و بیان ژن                خوانی دارد. در پووهشی دیگر، کلون                                  هم  

  از نیظیر      هلیکوباکتر پیلوری                      باکتری مشابه               کمصیلوباکتر ژوژنی                 
  و    flgKشیامیل        تاژکی         متعدد         ژن های          بیان        به همراه            ساختاری(        

flgG ،flgE1  ،fliE  ،fliH  ،flaA                                انجام شد و نتایج حا یل نشیان

های ژنی         داد که ترکیبات تاژك پتانسیل با یی برای تهیه واکسن                                                 

 (.  22دارند         

را      cagAای ملکی و همکاران بخشی از توالیی ژن                                    در مطالعه         

سازی کردند. بیان ژن                     کلون      pET32تکثیر و سصت درون وکتور                        

سیازی بیا         بررسی و  حت کلیون                   E.coliدر باکتری             شده   کلون    

مورد تا ید قرار گرفت. نتایج مذکور نشیان                                           SDS-PAGEروش   

ای    عنوان گیزیینیه           تواند به        داد که پروتین نوترکیب بیان شده می                                 

مورد استفاده قیرار                     هلیکوباکتر پیلوری                 برای تهیه واکسن برعلیه                        

کلون و بیییان آن در                     ureA(. در مطالعه دیگری، ژن                        23گیرد      

  بررسی شد. پت از  حت تولید پیروتییین                                    سیستم پروکاریوتی                

تولید شده، ایین                  UreA    مورد نظر و تا ید خلو  با ی پروتین                                 

ای برای تولید واکسن عیلیییه                          محصول نوترکیب به عنوان گزینه                            

دوستی و هیمیکیاران                     (.    24پیشنهاد گردید                   هلیکوباکتر پیلوری                 

  DNAرا با استفاده از کیییت اسیتیخیراج                                hcpD    قطعه ژنی        

ای پلی مراز تکثیر نمودنید.                           جداسازی و با روش واکنش زنجیره                             

 ورت گیرفیت و سیاب                   pTZسازی در وکتور               مراحل کلون          

انجام شید.             (-)pcDNA3.1  یوکاریوتی           بیانی       کلونینگ در وکتور                

و     PCRسازی با سه روش هضم آنزیمی،                             حت مراحل کلون              

تعیین توالی مورد بررسی قرار گرفت. سصت بیان ژن مورد نظیر                                                        

بررسی شد. نتیاییج                   SDS-PAGEبا روش          CHO    های   در سلول       

م ید بیان پروتین در سیستم یوکاریوتی بود. این پیووهشیگیران                                                        

عنوان واکسن             تواند به        می    pcDNA3.1(-)-hcpDاعلام کردند که               

(.    14استفاده قرار گییرد                   مورد      هلیکوباکتر پیلوری                   نوترکیب علیه              

دست آمده در این مطالعیات بیا میطیالیعیه حیا یر                                                    نتایج به        

 خوانی دارد.             هم  
 

 گیری    نتیجه     

  سراسر دنیییا              در      هلیکوباکترپیلوری                    با ی        نسبتا         شیو         به      توجه        با  
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  گیوارش در انسیان،                   دسیتیگیاه          سر ان         توانایی آن در ایجاد                       و 

از        عفیونیی         عامل        آلودگی با این               از    پیشگیری         های   راه     دستیابی به            

های اخیر لزوم تیولییید                     در دهه        .ای برخوردار است               اهمیت ویوه          

میورد        پیلیوری        هلیکوباکتر          واکسن موثر در پیشگیری از عفونت                                

آمد در این زمینه تولید                          توجه بوده است. اگر ه هنوز واکسن کار                                   

زای ایین         های بیماری          های ژنی بر پایه ژن                  نشده است، اما واکسن                   

 اند.    باکتری بسیار مورد توجه قرار گرفته                                 

  هلیکوباکتیر              flaB  دهد ژن      می    نشان      پووهش       این     از    حا ل        نتایج     

سیازی      کیلیون       pBudCE4.1 موفقیت در وکتور بیانی                       با    پیلوری      

عنوان منبعیی             تواند به        ( می    pBudCE4.1- flaBشد. این سازواره                   

در    پیییلیوری            هلیکوباکتر          بادی اختصا ی علیه                   برای تولید آنتی               

پستانداران مورد استفاده قرار گیرد. هم نین با توجه بیه بیییان                                                           

در سیستم یوکاریوتی، پروتین نوترکیییب                                      flaBموفقیت آمیز ژن                

نوترکیب پصتیدی را دارا                            عنوان واکسن           حا ل، پتانسیل استفاده به                        

بیییانیی           وکیتیور         از      باشد. جنبه دیگر این پووهش اسیتیفیاده                                 می  

در تولید و کیاربیرد                       pBudCE4.1- flaBیوکاریوتی               نوترکیب       

مستقیم واکسن ژنی در حیوانات آزمایشگاهی است که نیازمینید                                                       

بررسی بیشتر در زمینه ایمن سازی حیوانات آزمیایشیگیاهیی                                                   

 باشد.         می  

 

 م  ظات اخ قی            

نویسندگان تمامی نکات اخلاقی شامل عدم سیرقیت ادبیی،                                                

سازی را در ایین میقیالیه                      ها و داده         انتشار دوگانه، تحری  داده                         

 .اند     کرده      رعایت     

 

 ت کر و قدر دانی               

میعیاونیت            از      را      خیود       قیدردانیی           مراتب         مقاله         این       نویسندگان         

دانشگاه علوم پزشکی جندی شاپور                                   دانشکده پزشکی                 پووهشی      

  دارند     می    اعلام      پووهش       این     از    پشتیبانی علمی               دلیل      به    اهواز     
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