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  چكيده
هـا    گرم منفي با انتشار وسيع است كه موجب آلودگي معده و دئودنوم در انسان              باكتريهليكوباكتر پيلوري    :هدف
بيوتيكي براي درمان عفونت در دسترس هستند اما هزينه زياد، عـدم تمايـل               هاي آنتي  امروزه برخي درمان  . شود مي

شـمار   هـا بـه    هاي مقاوم از عوامل محدود كننده كفايـت ايـن درمـان            اي مصرف دقيق دارو و بروز سويه      بيماران بر 
 .ثر براي اين عفونت صورت گرفتـه اسـت        ؤهاي روبه افزايشي در جهت توليد واكسن م        از اين رو تلاش   . روند مي

 و  (UreB332)آز   م اوره اي از زيـر واحـد بتـاي آنـزي          هدف اين تحقيق ساخت ناقل نوتركيب حامل تركيب قطعه        
ژنيسيته   و همچنين بررسي آنتي(E.coli BL21)، بيان آن در ميزبان بياني (HpaA) هليكوباكتر پيلوري Aادهزين 
  .عنوان كانديداي مناسبي براي طراحي واكسن عليه هليكوباكتر پيلوري است آن به

 PCRستاندارد هليكوباكتر پيلوري به روش  از ژنوم سويه اhpaA و ureB332هاي كد كننده   ژن:ها مواد و روش
 واردسـازي و بيـاني    هاي كلـون   وارد و سپس به داخل ميزبان     pET28aجدا شده و با هضم آنزيمي به داخل ناقل          

پس از تأييد بيان،  تركيب پروتئيني به روش كروماتوگرافي تمـايلي توسـط رزيـن نيكـل تخلـيص و سـپس                       . شد
  . اري وسترن بررسي شدژنيسيته آن به روش لكه گذ آنتي
ژن هدف به درستي در ناقل مورد نظـر كلـون شـده              نشان داد كه      و تعيين توالي   PCR هضم آنزيمي،     نتايج :نتايج
خرگوشي ضد هليكوباكتر پيلوري و سرم انسان آلـوده بـه            نوتركيب توسط آنتي بادي چند تبار        پروتئيناين  . است

  .شداين باكتري شناسايي 
عنوان كانديداي مناسبي براي     ژني را به   توان اين تركيب آنتي    جه به نتايج حاصل از اين تحقيق مي       با تو : گيري نتيجه

  .هاي بعدي در مورد واكسن هليكوباكتر پيلوري معرفي نمود بررسي
  

 HpaA، سازي آز، كلون  هليكوباكتر پيلوري، اوره:كليدواژگان
  

   مقدمه-1
 باسـيل گـرم   (Helicobacter pylori)هليكوباكتر پيلوري 

  هـاي قطبـي اسـت     منفي، ميكروآئروفيل، خميده و واجد فـلاژل     

  
ــال     ــار در س ــين ب ــه اول ــرال   1982ك ــشي آنت ــت پوش    از باف

(Antral Epithelium) ايـن بـاكتري   ]. 1[ معده انسان جدا شد
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  همكاران و خاني بهاره حاجي   هليكوباكتر پيلوريUreB332-HpaAبررسي تركيب پروتئيني 
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2  

زاي اختصاصي معده انسان بوده كه حداقل در معده          يك بيماري 
فراوانـي كلـي    . شـده اسـت   بيش از نيمي از افراد جهان كلونيزه        

عفونت تا حد زيادي به شـرايط اقتـصادي و اجتمـاعي وابـسته              
عفونت اغلب از طريق بلع دهاني باكتري كـسب شـده و            . است

  يابـد   اساساً بين افراد خـانواده و در ابتـداي كـودكي انتقـال مـي              
حـال عفونـت در      اكثر مبتلايان بدون علامت بوده با اين      ]. 3،  2[

، (Peptic Ulcer)ا توسـعه اولـسرهاي پپتيـك    ها ب برخي از آن
، (Stomach Adenocarcinoma)آدنوكارســـينوماي معـــده 

MALT (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue). 
 (Non-Hodgkin’s Lymphoma)لنفوماي معده و لنفوماي غيرهوچكيني 

اين ارگانيسم اخيراً توسـط سـازمان بهداشـت         ]. 4[همراه است   
بنـدي شـده و       طبقـه  1زاي كلاس    امل سرطان عنوان ع  جهاني به 

هـاي حيـواني     زا بـودن آن در مـدل       شواهد مستقيمي از سـرطان    
 ].6، 5[دست آمده است  به

هاي قوي ايمني كه عليه هليكوباكتر پيلـوري         با وجود پاسخ  
. شـود  كـن نمـي   شود، عفونت در اكثر موارد ريـشه       برانگيخته مي 

مل تركيبـي از دو     هاي درمـاني كنـوني عليـه عفونـت شـا           رژيم
بيوتيك مختلف همراه با يك مهـار كننـده پمـپ پروتـوني              آنتي

بـا  . شـود  سازي باكتري منجر مـي     است كه در اكثر موارد به پاك      
بيوتيكي،  هاي آنتي  حال معايب متعددي مانند رويداد مقاومت      اين

بروز عفونت مجدد، عدم تأثير بـر اشـكال غيرفعـال بـاكتري و              
از ]. 7[  روش درماني گـزارش شـده اسـت        هزينه بالا براي اين   

رو ضرورت دستيابي بـه يـك روش جـايگزين درمـاني يـا               اين
اطـلاع از نـوع     . شـود  مطرح مـي  ) مانند واكسيناسون (پيشگيري  

هاي  ژن پاسخ ايمني مؤثر در حفاظت عليه باكتري، شناسايي آنتي      
هـا   مناسب باكتري در تحريك ايمني و پاسخ ايمني ناشـي از آن           

هـاي كارآمـد      اصلي در راسـتاي دسـتيابي بـه واكـسن          از نكات 
 .آيد شمار مي به

ژني  براي توليد يك واكسن مؤثر بر هليكوباكتر پيلوري آنتي        
در ايـن زمينـه     . پايدار، حفاظت شـده و قـوي ضـروري اسـت          

ــي ــد  ژن آنت ، BabA ،Hsp ،HpaA ،VacAهــاي مختلفــي مانن
CagA  ،Urease  ،FlaA  ،FlaB   تعـدادي   .اند هبررسي شد ...  و 

ها  واكنش تقاطعي با ساير پروتئين    ژني،   تنوع آنتي ها داراي    از آن 

بـادي ضـد     عنـوان مثـال آنتـي      بـه . كمتـري دارنـد   زايي   يا ايمني 
 و پروتئين شـوك حرارتـي       A (VacA)سيتوتوكسين واكوئوله   

(Heat Shock Protein: HSP) درصد افراد آلـوده  68 تنها در 
آز  براساس مقالات موجـود اوره ]. 8[شود   با هليكوباكتر ديده مي   

و همچنــين ] 9[بـاكتري از بهتــرين كانديــداهاي واكـسن بــوده   
 نيز به علـت حفاظـت شـدگي        (HpaA)پروتئين غلاف فلاژلي    

 درصـد از    85بـادي ضـد آن در سـرم حـدود            بالا و وجود آنتي   
ژن مناسـب بـراي      عنـوان يـك آنتـي      بيماران آلوده به باكتري بـه     
 پـروتئين   HpaA]. 10[طـرح اسـت     بررسي حفاظـت بخـشي م     

ايـن پـروتئين    .  كيلودالتون وزن است   29اصلي غلاف فلاژلي با     
هاي غشاي خارجي باكتري بوده و نقش مهمـي را           جزء پروتئين 

  ].11[كند  در اتصال باكتري ايفا مي
هاي هليكوباكتر پيلـوري مقـادير زيـادي آنـزيم           تمام ايزوله 

  راي وزن مولكـولي حـدود      ايـن آنـزيم دا    . كنـد  آز توليد مي   اوره
صورت يـك هگزامـر واجـد نيكـل و       كيلودالتون بوده و به    540

 UreBو  )  كيلودالتـون  UreA) 5/29متشكل از دو زيـر واحـد        
آز يك عامـل     اوره ].12[ است   1 به   1به نسبت   )  كيلودالتون 66(

ــرولانس  ــي  (Virulence)وي ــسوب م ــروري مح ــود و   ض ش
و ] 13[كـردن معـده مـوش       هاي آن نـاتوان از كلـونيزه         موتانت

 در  UreBدهـد كـه      مطالعات نشان مـي   . است] 14[موش خرما   
زايـي   هاي موشي از سـلامت و ايمنـي         در مدل  UreAمقايسه با   

  ].15[بالاتري برخوردار است 
   (Shi)هاي خنثي كننده آنـزيم، شـي         بادي با استفاده از آنتي   

  هـاي    كـه توسـط سـلول      UreBهاي مهم    توپ و همكارانش اپي  
T كمكي (T helper: Th)  صـورت   شـود را بـه    شناسـايي مـي  

U546-561 ،U237-251 و U229-24416[اند   معرفي كرده .[
 U321-339تـوپ    و همكاران به اپي(Hirota) هيروتاهمچنين  

در ]. 17[اند كه واجد جايگاه فعال آنزيم نيز هـست           اشاره كرده 
بـه جـاي    ژن   هـاي اصـلي هـر آنتـي        توپ ت استفاده از اپي   صور
هـاي   ژن كامل، اولاً اختصاصيت قطعـه بـالا رفتـه و پاسـخ             آنتي

كـه بـا كوچـك       شـود، دوم آن    تري تحريك مي   ايمني اختصاصي 
هـا   ژن شدن قطعه مورد بررسي تكثير و تركيب آن با ساير آنتـي           

منظـور معرفـي كانديـداي       بنابراين به . گيرد تر صورت مي   راحت
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  1389 تابستان 2 شماره 13دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
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ينه توليد واكسني كارآمـد،     هاي بيشتر در زم    مناسبي براي بررسي  
 قطعه  ژنيسيته به توليد، تخليص و بررسي آنتي     در تحقيق حاضر    

UreB332   هاي   توپ  كه حاوي اپيTh1   و Th2    است همراه با 
 (Fusion Protein)صورت تركيب پروتئيني   بهHpaAپروتئين 

  .نوتركيب پرداخته شده است
  

  ها  مواد و روش-2
   سويه باكتري و شرايط كشت-2-1

 تهيه و در محـيط      26695سويه استاندارد هليكوباكتر پيلوري     
 درصـد خـون   5 غنـي شـده بـا    (Brucella Agar)بروسلا آگار 

هـاي   بيوتيـك   درصد سرم جنين گاو و آنتـي       10دفيبرينه گوسفند،   
ــيد   ــسيك اســ ــسين (Nalidixic acid)ناليديكــ ، ونكومايــ

(Vancomycin) و آمفوتريسين B (Amphotericin B) كشت 
ــدد ــت. اده ش ــپس پلي ــه س ــا ب ــدت  ه ــرايط 7م  روز تحــت ش

گـراد انكوبـه      درجه سانتي  37و  )  درصد Co2 5(ميكروآئروفيل  
هاي رشد يافته بـراي اسـتخراج        شده و پس از اين مدت باكتري      

DNAاستفاده شد  .  
  

 و  hpaAهـاي     طراحي آغازگر بـراي ژن     -2-2
  PCR و انجام ureBقطعه مورد نظر از 
هاي مورد نظر از بانك ژنـي   ر، توالي ژنبراي طراحي آغازگ  

NCBI (National Center for Biotechnology Information). 
 قطعه  UreB كل قطعه ژني و در مورد        HpaAدر مورد   . تهيه شد 

ــي  ــاوي اپ ــوپ ح ــدهاي    ت ــله نوكلئوتي ــلي آن در فاص ــاي اص   ه
در نظـر گرفتـه شـد و        ) 561 تـا    229آمينواسيدهاي   (458-1683

 . آغازگرهاي مناسب طراحي شدGene Runnerفزار ا توسط نرم

 واجـد جايگـاه     hpaAآغازگرهاي پيشرو و معكوس براي      
ــزيم ــرش آن ــاي  ب ــهXhoI و HindIIIه ــه  ب ــب ب   صــورت  ترتي

5'-ATA AAG CTT TCG GTG GTG GAA CGA TG-3'. 
 'TAT CTC GAG TTG TCG GTT TCT TTT GC-3-'5 و

هـاي   ه برش آنـزيم    آغازگرهاي حاوي جايگا   ureB332و براي   

NdeI و SacI 5صـورت   ترتيـب بـه    بـه'-AAC CCA TAT 

GTC TGC AAT CAA TCA TGC-3'  5و'-TTG GAG 

CTC GCT CAC TTT ATT GGC TG -3'  تهيـه شـد  .
ــا اســتفاده از 25 در حجــم نهــايي PCRواكــنش     ميكروليتــر ب

) PCR) X5 ميكروليتـر بـافر   5 ميكرومول از هـر آغـازگر،      5/0
 واحد آنـزيم    dNTP  ،5/2مول از هر      ميلي MgSO4  ،2/0واجد  

pfu DNA   پليمراز )Takara نـانوگرم از     200و  ) ، ژاپن DNA 
طـور يكـسان و      براي هر دو ژن به     PCRشرايط  . الگو انجام شد  

   ثانيــه در 30 درجــه و ســپس 98 دقيقــه در 2صــورت ابتــدا  بـه 
   درجـه بـراي     72 دقيقـه در     1 درجه،   55 ثانيه در    30 درجه،   94
پـس  .  درجه انجام گرفت   72 دقيقه در    8چرخه و در نهايت      30

 روي ژل آگارز بـرده شـد و         PCRاز انجام واكنش، محصولات     
سپس قطعـات ژنـي مـورد نظـر از ژل بريـده و توسـط كيـت                  

  . خالص شد) ، كرهBioneerساخت شركت  (DNAاستخراج 
  

 و  ureB332 و   hpaAهاي   سازي ژن  كلون-2-3
  ها تهيه تركيب آن

هاي آنزيمـي تعبيـه شـده در آغازگرهـا،           ه به جايگاه  با توج 
قطعات در شرايط بافري خـــاص هـر آنـزيم بـرش خـورده و          

سـازي   سپس از روي ژل آگارز توسط كيـت اسـتخراج خـالص           
هـاي   هـاي مـشابه بـا آنـزيم         نيـز بـا آنـزيم      pET28aناقل  . شد

ها در شرايط مـشابه بـرش خـورده و           دهنده هر يك از ژن     برش
در مرحله بعد . ي خطي شده از ژن استخراج شدند    ها سپس ناقل 

ها و قطعات برش خورده بـا اسـتفاده از           واكنش الحاق بين ناقل   
صورت جداگانـه    هاي حاصل به   آنزيم ليگاز انجام گرفت و ناقل     

ــسفورماسيون   ــق ترن ــان  (Transformation)از طري ــه ميزب  ب
پس از رشـد  .  مستعد شده وارد شد(E.coli DH5α)كلونينگ 

هـا توسـط كيـت اسـتخراج         ها اسـتخراج پلاسـميد از آن        ونيكل
انجــام گرفــت و ) ، كــرهBioneerســاخت شــركت (پلاســميد 

.  و هـضم آنزيمـي تأييـد شـد      PCRصحت كلونينگ بـه روش      
-pET28aهـا، ناقـل نوتركيـب        منظور تهيه تركيـب پـروتئين      به

ureB332  هاي    توسط آنزيمHindIIII   و XhoI    برش خورده و 
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ها طي فراينـد الحـاق       ش خورده با همين آنزيم     بر hpaAسپس  
پـس از انتقـال بـه ميزبـان كلونينـگ و          . وارد ناقل نوتركيب شد   

 و  PCRاستخراج پلاسميد، صحت ايـن مرحلـه نيـز بـه روش             
هـا   هضم آنزيمي تأييد شده و مقداري از ناقل حاوي تركيب ژن          

  .براي تعيين توالي به خارج از كشور ارسال شد
  

ــان و ت-2-4 ــب    بي ــروتئين نوتركي ــيص پ خل
UreB332-HpaA  

 طي  BL21انتقال ناقل نوتركيب به ميزبان بياني اشرشياكلي        
 و  ي، ترنـسفورماسيون  دار كردن باكتر   مراحل كشت و صلاحيت   

. تأييد آن مشابه موارد ذكر شده در مرحله قبل صـورت گرفـت            
ــاكتري  ــ ب ــاوي ناق ــاي ح ــيط ه ــب در مح ــراث LBل نوتركي    ب

(Luria-Bertani Broth) ــ ــيح ــسين   اوي آنت ــك كاناماي بيوتي
(Kanamycin)    ليتـر كـشت      ميكروگرم در هر ميلـي     30 به ميزان

ــوري   ــه جــذب ن ــا600داده شــدند و پــس از رســيدن ب  نومتر ن
(Optical Density600: OD600) توســط 8/0 برابــر بــا ،IPTG 

(Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) بـــا غلظـــت 
 سـاعت ديگـر     4پـس از طـي      . ا شـدند  مـول الق ـ    ميلي 5/1نهايي  

گراد، رسـوب سـلولي حاصـل از          درجه سانتي  37انكوباسيون در   
 حل شده PBS (Phosphate Buffered Saline)سانتريفوژ در 

 در  (Sonication)اي سونيكاسـيون      ثانيه 40 چرخه   10و مورد   
ــانتي4 ــرار گرفــت   درجــه س ــراد ق وزن مولكــولي و محــل . گ

ــروتئين نوتر  ــري پ ــتفاده از  قرارگي ــا اس ــب ب  SDS-PAGEكي
(Sodium dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis). 

در مرحله بعد پروتئين مـورد نظـر بـه علـت وجـود              . بررسي شد 
دنباله هيستيديني توسط رزين نيكل و كروماتوگرافي تمايلي طبـق        

  .تخليص شد)  آمريكا-Qiagen(دستورالعمل شركت سازنده 
  

 (Polyclonal)بادي چند تبار  وليد آنتي ت-2-5
ابتـدا  بادي چند تبار ضد هليكوباكتر پيلوري،   منظور تهيه آنتي   به
 حـاوي  (پيلـوري  هليكوبـاكتر  پيكره كامل سلول ليزات از مقداري
ليتـر    ميلي1 و PBSليتر   ميلي1به همراه   )  ميكروگرم پروتئين  1000

ــد  ــل فرون ــت كام  (Complete Freund’s Adjuvant) ادجوان
صـورت زيرجلـدي     مخلوط شده و به خرگوش ماده سـفيد بـه         

دوزهاي يادآور به همـراه ادجوانـت نـاقص فرونـد           . تزريق شد 
(Incomplete Freund’s Adjuvant) اي  و با فواصل دو هفته

يك هفته پـس از آخـرين تزريـق از          . با همان روش تزريق شد    
گـراد    درجـه سـانتي    -20گيري شده و سـرم آن در         حيوان خون 
  .نگهداري شد

  
  ژنيسيته پروتئين نوتركيب  بررسي آنتي-2-6

ژنيــسيته پــروتئين نوتركيــب از روش  بــراي بررســي آنتــي
محصول پروتئينـي   .  استفاده شد  (Western)گذاري وسترن    لكه

ــام  ــلولزي  SDS-PAGEپـــس از انجـ ــشاي نيتروسـ ــه غـ    بـ
ــر45/0( ــه )  ميكرومت ــد و ب ــال داده ش ــت از  انتق ــور ممانع منظ

ــ ــك     نشواك ــكيم ميل ــط اس ــشا توس ــصاصي، غ ــاي غيراخت   ه
(Skim Milk) 1 مـدت دو   سپس غـشا، بـه  .  شدمسدود درصد

بــادي چنــد تبــار خرگوشــي ضــد  ســاعت در مجــاورت آنتــي
قــرار ) تــوئين-PBS در 1:2500غلظــت (هليكوبــاكتر پيلــوري 

 دقيقـه در بـافر      5پس از سه مرحلـه شستـشو، هـر بـار            . گرفت
TBS-T (Tris-Buffered Saline Tween-20)مدت  ، غشا به

 تـا   TBS-Tبـادي ثانويـه نـشاندار كـه بـا             ساعت در آنتي   1-2
پـس از شستـشو،     .  رقيق شده بود، قرار داده شد      1:5000غلظت  

غـــشا در معـــرض محلـــول سوبـــستراي پراكـــسيداز شـــامل  
ليتر و پراكـسيد هيـدروژن       گرم در ميلي    ميلي 5/0آمينوبنزيدين   دي

پس از ظهور بانـدها، غـشاي       . اده شد  قرار د  TBS درصد در    1/0
  .نيتروسلولز با آب مقطر شستشو و در محل تاريك نگهداري شد

  
  آزي پروتئين نوتركيب  بررسي فعاليت اوره-2-7

منظور بررسي فعاليت آنزيمـي قطعـه پروتئينـي توليـد و             به
) شركت بهارافـشان، ايـران    (آز سريع    تخليص شده از كيت اوره    

 ميكروگرم پروتئين نوتركيب به يك ويال       10ميزان  . استفاده شد 
آزمون افزوده شد و ايجاد رنگ قرمـز ناشـي از هيـدروليز اوره              

عنـوان   بـه  (Phenol Red)فنل قرمز محيط و تغيير رنگ معرف 
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از پـروتئين   . آزي تلقـي شـد     واكنش مثبت و وجود فعاليت اوره     
  .عنوان كنترل منفي استفاده شد  بهHpaAنوتركيب 

  

   نتايج-3
  PCR و انجام DNA استخراج -3-1

ــتخراج   ــس از اس ــونيDNAپ ــه     از كل ــد يافت ــاي رش ه
 بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي    PCRهليكوباكتر پيلـوري، واكـنش      

باندهاي مربوط به هر    . ها انجام گرفت   اختصاصي هر يك از ژن    
 درصد مـشاهده و     1هاي تكثير شده روي ژل آگارز        كدام از ژن  

 اسـتاندارد   (Marker)ه بـا نـشانگر      ها از طريق مقايـس     اندازه آن 
شـود بانـدهاي      مشاهده مـي   1گونه كه در شكل      همان. تأييد شد 

هـاي   ترتيـب حاصـل از تكثيـر ژن        بازي بـه    جفت 850 و   1017
ureB و hpaAروي ژل آگارز كاملاً مشخص است .  
  

  
 

 از ژنوم هليكوبـاكتر     hpaA و   ureBهاي    ژن PCR الكتروفورز محصول    1شكل  
 hpaA بـراي ژن  PCR محـصول  )2،  1ستون   درصد؛   1 ژل آگارز    پيلوري روي 

ستون بازي،    جفت 1000 نشانگر وزن مولكولي     )3 ستونباز،    جفت 850با اندازه   
  باز  جفت1017 با اندازه ureB332 براي قطعه ژني PCR محصول )4
  

-pET28a ســـاخت ناقـــل نوتركيـــب -3-2

ureB332-hpaA  
، pET28a ناقـل     بـه درون   ureBپس از واردسازي قطعـه      

 بـا هـضم آنزيمـي       pET28a-ureB332ايجاد ناقـل نوتركيـب      
 تأييد شد كه نتيجه آن در شكل        SacI و   NdeIهاي   توسط آنزيم 

  رود قطعــه  گونــه كــه انتظــار مــي همــان. شــود  مــشاهده مــي2
صـورت بانـد    بازي از داخل ناقل بيرون آمـده و بـه      جفت 1017

.  شده قرار گرفتـه اسـت      تر از باند پلاسميد خطي     جداگانه پايين 
 بـه   XhoI و   HindIII بـرش خـورده بـا        hpaAدر مرحله بعد    

هـا    كه بـا همـين آنـزيم       ureB332داخل ناقل نوتركيب حاوي     
 بـا اسـتفاده از ناقـل        PCRانجـام   . برش خورده بـود وارد شـد      

عنوان الگو و آغازگرهاي      به ureB332-hpaAنوتركيب حاوي   
ضور قطعـه حاصـل از      پيشروي ژن اول و معكوس ژن دوم، ح ـ       
 بانـد  3مطـابق شـكل   . ورود هر دو ژن به ناقـل را تأييـد نمـود      

بازي حاصل از تكثيـر قطعـه مـورد نظـر روي ژل               جفت 1967
همچنــين انجــام هــضم آنزيمــي دوگانــه . آگــارز مــشاهده شــد
ــب  ــميد نوتركي ــا pET28a-ureB332-hpaAپلاس  و NdeI ب

XhoI       موجب شد كه تركيب ژني ureB332-hpaA    انـدازه   بـا
 خارج شـود    pET28aبازي از پلاسميد خطي شده        جفت 1908

  .شود  مشاهده مي3كه نتيجه آن در شكل 
  

  
 

سـتون  ؛  ureB نتيجه بررسي صحت كلون شدن قطعه ژني مـشتق از            2شكل  
 نتيجـه هـضم آنزيمـي    )2ستون  بـازي،     جفت 1000 نشانگر وزن مولكولي     )1

 كـه موجـب     SacI و   NdeIا   ب pET28a-ureB332دوگانه پلاسميد نوتركيب    
بازي از پلاسميد خطـي شـده     جفت1017 با اندازه    ureB332شده قطعه ژني    

pET28aخارج شود .  
  

 بيــان و تخلــيص تركيــب پروتئينــي    -3-3
UreB332-HpaA  

 pET28a-ureB332-hpaAپس از انتقال ناقل نوتركيـب       
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، E.coli BL21(DE3)هـاي مـستعد شـده بـاكتري      بـه سـلول  
 انجام شد و توليد پـروتئين       IPTG پروتئين، القا با     منظور بيان  به

 تأييـد   SDS-PAGE كيلودالتون با انجـام      68مورد نظر با وزن     
طور كـه ملاحظـه      همان.  آمده است  4شد كه نتيجه آن در شكل       

 كيلودالتوني حاصل از بيان تركيب پروتئينـي در         68شود باند    مي
خـوبي   لقا شـده بـه    هاي ا  نمونه غيرالقا وجود ندارد اما در نمونه      

پس از كشت انبوه باكتري، رسـوب سـلولي    . قابل مشاهده است  
با استفاده از سونيكاسـيون شكـسته شـده و پـس از سـانتريفوژ               

 از نظـر    SDS-PAGEرسوب و مايع رويي حاصـل بـا انجـام           
نتايج نشان داد كـه بخـش       . وجود پروتئين نوتركيب بررسي شد    
بـادي   ورت انكلوزيـون  ص ـ به[اعظم پروتئين مورد نظر در رسوب       

(Inclusion Body) [ با توجـه قـرار گـرفتن    ). 5شكل(قرار دارد
برچسب هيستيديني در ابتداي تركيب پروتئيني و براساس ماهيت         

ــالص   ــب، خ ــروتئين نوتركي ــته    پ ــت واسرش ــازي آن در حال س
(Denature)  ــا اســتفاده از رزيــن نيكــل و طبــق دســتورالعمل  ب

ول اســتخراج روي ژل شــركت ســازنده انجــام گرفــت و محــص
SDS-PAGE        كيلودالتون 68(، تك باندي در ناحيه مورد انتظار  (

  ).5شكل(نشان داد 
  

  
  

انجـام   (ureB332-hpaA بـراي تركيـب      PCR محـصول    )1ستون   3شكل  
 نتيجه هـضم    )2ستون  ،  )سازي گرفته روي پلاسميد نوتركيب براي تأييد كلون      

 كه موجب شده تركيب     XhoIو   ĤNdeIنزيمي دوگانه پلاسميد نوتركيب با      ش
بـازي از پلاسـميد خطـي شـده           جفـت  1908 با اندازه    ureB332-hpaAژني  

pET28aبازي  جفت1000 نشانگر وزن مولكولي )3ستون .  خارج شود  

  
  

ــكل  ــان  4ش ــابي بي ــاني   UreB332-HpaA ارزي ــان بي ــب در ميزب    نوتركي
E.coli, BL-21(DE3) روي SDS-PAGEــتون  ؛  ــ)1س ــزات باكتري ايي  لي

 )3 و 2 هـاي  سـتون ، )كنتـرل بيـان  (حاصل از يك كلون نوتركيب القا نـشده       
 و بيـان    IPTG كلـون نوتركيـب القـا شـده بـا            2ليزات باكتريـايي حاصـل از       

UreB332-HpaA كيلودالتون68( نوتركيب (  
  

 
  

 انجــام شــده روي محــصول سونيكاســيون و SDS-PAGE نتيجــه 5شــكل 
ترتيب مايع رويـي و    به)3 و 2هاي  ستون  نشانگر پروتئيني،  )1ستونتخليص؛  

هـاي بيـان كننـده       رسوب حاصل از سانتريفوژ محصول سونيكاسـيون سـلول        
 پـــروتئين نوتركيـــب )4ســـتون ، UreB332-HpaAپـــروتئين نوتركيـــب 

UreB332-HpaAتخليص شده توسط رزين نيكل   
  

  گذاري وسترن  لكه-3-4
بـادي   آنتيدهي پروتئين نوتركيب با      منظور بررسي واكنش   به

گـذاري وسـترن     چند تبار ضد هليكوباكتر پيلوري، آزمـون لكـه        
ظهــور بانــدهاي ناشــي از واكــنش پــروتئين بــا . انجــام گرفــت
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7  

ژنيـسيته   بادي مـورد اسـتفاده در محـل مـورد انتظـار آنتـي              آنتي
  ).6شكل(پروتئين نوتركيب مورد بررسي را تأييد نمود 

  

  
  

بـادي چنـد تبـار       تركيب با آنتـي    نو UreB332-HpaA ايمونوبلاتينگ   6شكل  
 ليزات باكتريايي حاصل از كلون      )1ستون  خرگوشي عليه هليكوباكتر پيلوري؛     

 ليـزات باكتريـايي حاصـل از يـك          )2ستون  ،  )كنترل بيان (نوتركيب القا نشده    
 IPTGكلون نوتركيب القا شده با 

  

  
  

 HpaAز با استفاده ا  (آز سريع؛ سمت راست واكنش منفي         آزمون اوره  7شكل  
 UreB332-HpaAبــا اســتفاده از (، ســمت چــپ واكــنش مثبــت )نوتركيــب
  )نوتركيب
  

  آز سريع  اورهآزمون -3-5
 ميكروگرم از پروتئين نوتركيب تخليص شـده بـه          10ميزان  

ظهـور سـريع رنـگ قرمـز وجـود          . تيوب آزمايش افـزوده شـد     

.  تأييد نمـود   UreB332-HpaAآزي را در پروتئين      فعاليت اوره 
 ميكروگرم پروتئين نوتركيب و     10ن كنترل منفي از مقدار      عنوا به

 استفاده شد كه در اين مـورد تغييـر رنگـي            HpaAخالص شده   
  ).7 شكل(مشاهده نشد 

  

   بحث-4
هـاي دارويـي، پايـداري       با توجه به بروز مقاومت به درمان      

بــالاي هليكوبــاكتر پيلــوري در ميزبــان انــساني و امكــان بــروز 
 حضور طولاني مدت اين ارگانيـسم در        عوارض متعدد ناشي از   

هـاي   ژن معده، امروزه مطالعات وسيعي در زمينـه بررسـي آنتـي          
عنوان واكسن در    ها به  متفاوت اين باكتري و امكان استفاده از آن       

  .حال انجام است
هاي نوتركيب پروتئيني    ژن امروزه تكنولوژي استفاده از آنتي    

ژن  هاي اصلي آنتـي    توپ سازي به سمت شناسايي اپي     براي ايمن 
ها به جـاي پـروتئين كامـل         براي تحريك ايمني و استفاده از آن      

 و  چك شـدن قطعـه مـورد نظـر        در اين حالت كو   . رود پيش مي 
باعـث سـهولت كـار و احتمـالاً افـزايش           آن  تر شدن    اختصاصي

وجـه بـه مطالعـات انجـام شـده،         بـا ت  . شـود  حفاظت بخشي مي  
كه حاوي تعـدادي   ز باكتريآ  آنزيم اورهBاي از زيرواحد  قطعه

صـورت   هاي مهم و همچنين جايگاه فعال آنـزيم بـه          توپ از اپي 
متصل با پروتئين غلاف فلاژلي آن در تحقيـق حاضـر توليـد و              

  . بررسي شد
هاي نوتركيب در اكثـر    پروتئين مطالعات نشان داده است كه    

موارد، خواص سـاختاري پـروتئين طبيعـي را دارد و در مـورد              
ي نسبتاً كند رشد و پر نياز نظيـر هليكوبـاكتر پيلـوري             ها باكتري

هـاي طبيعـي     هاي نوتركيب در مقايسه با پـروتئين       توليد پروتئين 
تـوان توليـد     طـوري كـه مـي      بـه . بسيار مقرون به صـرفه اسـت      

هايي را كه در حالت طبيعي بـه ميـزان انـدك صـورت               پروتئين
علاوه .  داد گيرد، در حالت نوتركيب به ميزان دلخواه افزايش        مي

هاي نوتركيب نسبت بـه پـروتئين        سازي پروتئين  بر اين، خالص  
عنوان مثال از طريق برچـسب       به(شود   تر انجام مي   طبيعي راحت 

ها در مقايسه با مـصرف       استفاده از تركيب پروتئين   ). يهيستيدين
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8  

هـا توسـط     تواند احتمال برداشت همزمـان آن      ها مي  جداگانه آن 
هاي ميزباني را افزايش دهد و هر دو پـروتئين بـه ميـزان               سلول

  .نمايند برابر و در شرايط يكسان سيستم ايمني را تحريك مي
 ـ  ضمن معرفي اپي   2007شي و همكاران در سال       هـاي   وپت

   U546-561  ،U237-251صـورت     بـه  UreBاصلي زيرواحـد    
ه تلقــيح زيرجلــدي پپتيــدهاي  نــشان دادنــد كــU229-244و 

ها همراه ادجوانت فروند به مـوش     توپ مصنوعي حاوي اين اپي   
T CD4ي ها موجب برانگيخته شدن پاسخ

آز باكتري   عليه اوره+
  ].16 [شود مي

اي انتخـاب    گونـه قطعه مورد بررسي در تحقيق حاضـر بـه          
همچنـين در بررسـي     . ها است  توپ شده كه حاوي تمام اين اپي     

صورت نوتركيب استفاده شد كه در مقايسه        حاضر از پروتئين به   
  .تر است  تر و كاربردي با پپتيدهاي مصنوعي كم هزينه

 و همكاران با توجه به      (Fuji) توسط فوجي    2004در سال   
  اي  ، قطعـه  Bر زيرواحـد    آز د   فعـال آنـزيم اوره     جايگـاه حضور  

عنوان يك تركيب پروتئين همـراه        به UreB آمينواسيدي از    135
ــاتيون  ــا گلوت ــد شــد   تSب ــسفراز در اشرشــياكلي تولي ]. 18[رن

ــي ــن   آنت ــر ايم ــده در اث ــد ش ــرم تولي ــا   س ــوش ب ــازي خرگ   س
UreB-GST    ــده ــاط مع ــطح مخ ــه س ــصاصي ب ــصال اخت ، ات

نـشان داده و موجـب      هاي آلوده با هليكوباكتر پيلـوري را         انسان
آز كامل   در حالي كه اوره   . آز باكتري شده است    مهار فعاليت اوره  

  ].18[كند  سرمي را القا نمي خالص شده چنين آنتي
 توليـد شـده در بررسـي حاضـر براسـاس            UreB332قطعه  

مطالعات موجود حاوي توالي آمينواسيدي مربوط به جايگاه فعـال      
ع كه در تحقيـق حاضـر روي        آز سري  آزمون اوره . آنزيم نيز هست  

هـا    و تركيـب آن    HpaA  ،UreB332هر سه پـروتئين نوتركيـب       
 واجـد   HpaA و تركيب آن با      UreB332انجام شد، نشان داد كه      

آزي  اورهآزي است كه علاوه بر تأييد ارتباط فعاليـت           فعاليت اوره 

بـروز  د سـاختار مناسـب بـراي        ، تأييد كننده وجو   Bبا زيرواحد   
هاي نوتركيـب توليـد شـده در ايـن           در پروتئين فعاليت آنزيمي   

  .بررسي است
 بـه بررسـي     2007 و همكـاران در سـال        (Sutton)ساتون  

 نوتركيب پرداخته و مشاهده كردنـد كـه         HpaAكفايت واكسن   
 بـــه كـــاهش (Prophylactic)ســـازي پروفيلاكتيـــك  ايمـــن

 منجــر QS و BALB/cهــاي  كلونيزاســيون بــاكتري در مــوش
 HpaAاين تحقيق اشاره شده كـه اسـتفاده از          در  ]. 19[شود   مي

 در مقايسه با    HpaA-UreBژني مانند    هاي چند آنتي   در واكسن 
  ].19[استفاده آن به تنهايي تأثير بيشتري خواهد داشت 

طور كلي نتايج حاصل از بررسـي حاضـر نـشان داد كـه               به
 به درستي تهيه و     HpaA و   UreB332تركيب پروتئيني حاوي    

دهنـده   گذاري وسترن نيز نـشان     بررسي لكه . تتخليص شده اس  
بـادي   پذيري و قابليت شناسايي اين تركيب توسط آنتـي         واكنش

همچنـين  . چند تبار خرگوشي ضد هليكوبـاكتر پيلـوري اسـت         
آزي در اين پروتئين نوتركيـب تأييـد كننـده           وجود فعاليت اوره  

  .وجود ساختار مناسب در پروتئين توليدي است
 در HpaA و   UreBژن مهـم     و آنتـي  علـت وجـود هـر د       به

رود كـه ايـن    تركيب توليد شده در تحقيـق حاضـر، انتظـار مـي         
تركيب قادر به تحريك پاسخ ايمني مناسـب و حفاظـت بخـش          
در مدل حيواني باشد كه تأييد اين مسئله نياز به مطالعات بيشتر            

هـاي ايمنـي     سازي حيوان مناسب و ارزيابي پاسخ      از جمله ايمن  
  . داردناشي از آن 

  

   تشكر و قدرداني-5
شناسي كه ما    اساتيد و دانشجويان گروه ايمني    از  وسيله   بدين
  .تشكر و قدرداني مي نماييمين تحقيق ياري رساندند، را در ا

   منابع-6
[1] Marshall BJ, Warren JR. Unidentified curved 

bacilli in the stomach of patients with gastritis 

and peptic ulceration. Lancet1984; 1(8390): 

1311-5. 

[2] Michetti P, Kreiss C, Kotloff KL, Porta N, 

Blanco JL, Bachmann D, Herranz M, Saldinger 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
06

 ]
 

                             8 / 10

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-4660-en.html


  1389 تابستان 2 شماره 13دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

9  

PF, Corthésy-Theulaz I, Losonsky G, Nichols 

R, Simon J, Stolte M, Ackerman S, Monath 

TP, Blum AL. Oral immunization with urease 

and Escherichia coli heat-labile enterotoxin is 

safe and immunogenic in Helicobacter pylori-

infected adults. Gastroenterology 1999; 116(4): 

804-12. 

[3] Hiyama T, Haruma K, Kitadai Y, Masuda H, 

Miyamoto M, Ito M, Kamada T, Tanaka S, 

Uemura N, Yoshihara M, Sumii K, Shimamoto 

F, Chayama K. Clinicopathological features of 

gastric mucosa-associated lymphoid tissue 

lymphoma: a comparison with diffuse large B-

cell lymphoma without a mucosa-associated 

lymphoid tissue lymphoma component. J 

Gastroenterol Hepatol 2001; 16(7): 734-9. 

[4] Meyer JM, Silliman NP, Dixon CA, Siepman 

NY, Sugg JE, Hopkins RJ. Helicobacter pylori 

and early duodenal ulcer status post-treatment: 

a review. Helicobacter 2001; 6(2): 84-92. 

[5] Watanabe T, Tada M, Nagai H, Sasaki S, 

Nakao M. Helicobacter pylori infection 

induces gastric cancer in mongolian gerbils. 

Gastroenterology 1998; 115(3): 642-8. 

[6] Honda S, Fujioka T, Tokieda M, Satoh R, 

Nishizono A, Nasu M. Development of 

Helicobacter pylori-induced gastric carcinoma 

in Mongolian gerbils. Cancer Res1998; 58(19): 

4255-9. 

[7] Chi CH, Lin CY, Sheu BS, Yang HB, Huang 

AH, Wu JJ. Quadruple therapy containing 

amoxicillin and tetracycline is an effective 

regimen to rescue failed triple therapy by 

overcoming the antimicrobial resistance of 

Helicobacter pylori. Aliment Pharmacol Ther 

2003; 18(3): 347-53. 

[8] Yan J, Mao YF, Shao ZX. Frequencies of the 

expression of main protein antigens from 

Helicobacter pylori isolates and production of 

specific serum antibodies in infected patients. 

World J Gastroenterol 2005; 11(3): 421-5. 

[9] Hatzifoti C, Wren BW, Morrow WJ. 

Helicobacter pylori vaccine strategies--

triggering a gut reaction. Immunol Today 

2000; 21(12): 615-9. 

[10] Carlsohn E, Nyström J, Bölin I, Nilsson CL, 

Svennerholm AM. HpaA is essential for 

Helicobacter pylori colonization in mice. 

Infect Immun 2006; 74(2): 920-6. 

[11] Lundstrom AM, Bolin I, Bystrom M, Nystrom 

S. Recombinant HpaA purified from 

Escherichia coli has biological properties 

similar to those of native Helicobacter pylori 

HpaA. APMIS 2003; 111(3): 389-97. 

[12] Lee CK, Weltzin R, Thomas WD Jr, 

Kleanthous H, Ermak TH, Soman G, Hill JE, 

Ackerman SK, Monath TP. Oral immunization 

with recombinant Helicobacter pylori urease 

induces secretory IgA antibodies and protects 

mice from challenge with Helicobacter felis. J 

Infect Dis 1995; 172(1): 161-72. 

[13] Tsuda M, Karita M, Morshed MG, Okita K, 

Nakazawa T. A urease-negative mutant of 

Helicobacter pylori constructed by allelic 

exchange mutagenesis lacks the ability to 

colonize the nude mouse stomach. Infect 

Immun 1994; 62(8): 3586-9. 

[14] Andrutis KA, Fox JG, Schauer DB, Marini RP, 

Murphy JC, Yan L, Solnick JV. Inability of an 

isogenic urease-negative mutant stain of 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
06

 ]
 

                             9 / 10

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-4660-en.html


  همكاران و خاني بهاره حاجي   هليكوباكتر پيلوريUreB332-HpaAبررسي تركيب پروتئيني 
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

10  

Helicobacter mustelae to colonize the ferret 

stomach. Infect. Immun 1995; 63(9): 3722–5. 

[15] Ferrero RL, Thiberge JM, Kansau I, Wuscher N, 

Huerre M, Labigne A. The GroES homolog of 

Helicobacter pylori confers protective immunity 

against mucosal infection in mice. Proc Natl 

Acad Sci USA 1995; 92(14): 6499-503. 

[16] Shi Y, Wu C, Zhou WY, Mao XH, Guo G, Zou 

QM. Identification of H-2d restricted Th 

epitopes in Urease B subunit of Helicobacter 

pylori. Vaccine 2007; 25(14): 2583-90. 

[17] Hirota K, Nagata K, Norose Y, Futagami S, 

Nakagawa Y, Senpuku H, Kobayashi M, 

Takahashi H. Identification of an antigenic 

epitope in Helicobacter pylori urease that 

induces neutralizing antibody production. 

Infect Immun 2001; 69(11): 6597-603. 

[18] Fujii R, Morihara F, Fukushima K, Oku T, 

Hifumi E, Uda T. Recombinant antigen from 

Helicobacter pylori urease as vaccine against 

H. pylori-associated disease. Biotechnol 

Bioeng 2004; 86(7): 737-46. 

[19] Sutton P, Doidge C, Pinczower G, Wilson J, 

Harbour S, Swierczak A, Lee A. Effectiveness 

of vaccination with recombinant HpaA from 

Helicobacter pylori is influenced by host 

genetic background. FEMS Immunol Med 

Microbiol 2007; 50(2): 213-9. 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
06

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            10 / 10

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-4660-en.html
http://www.tcpdf.org

