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 چکیده

 ددغ  ستتتر ان  و گوارشتتتی های زخم گاستتتتریت،   مانند   هایی بیماری  عامل   پیلوری هلیکوباکتر : مقدمه  

 آنزیم. است  شده ن تولید پیلوری هلیکوباکتر علیه مؤثری واکسن  هنوز. است  گوارشی  دستگاه  و لنفاوی

 استتت  میزبان ایمنی ستتیستتتم  تحریک مهم عوامل از یکی شتتود،می کد ureB ژن توستت  که آز اوره

 علیه ژنی واکستتن کاندیدای عنوانبه ureB ژن بیان بررستتی و ستتازی کلون تحقیق این از هدف بنابراین

 .باشدمی پیلوری هلیکوباکتر

 PCR روش به  پیلوری هلیکوباکتر  ژنوم از ureB یکننده  کد  ژن تجربی، بررستتتی این درکیر:  روش

 با ستتت   و شتتتدند درج pTZ وکتور در T/A ستتتازی کلون روش به PCR محصتتتو ت. شتتتد تکثیر

یانی  وکتور وارد و شتتتده بریده  XbaI و XhoI های آنزیم  نهایی  وکتور. گردیدند   (+)pcDNA3.1 ب

pcDNA3.1(+)-ureB هایسلول  در الکتروپوریشن  روش به CHO  بیان بررسی  برای. شد  ترانسفورم 

 .شد استفاده SDS-PAGE روش از پروتئین

شان  نتایجهی: ییفته شکیل  دهندهن شد می pTZ-ureB نوترکیب وکتور ت ضم . با  توالی تعیین و آنزیمی ه

شن  نتایج. کرد تأیید را (+)pcDNA3.1 وکتور در ureB ژن کلونینگ صحت  نیز   س   و الکتروپوری

-SDS ژل روی را نظر مورد پروتئینی باند تشتتکیل جانوری، هایستتلول در شتتده کلون ژن بیان بررستتی

PAGE داد نشان. 

 و بیان توان ،(+)pcDNA3.1 بیانی وکتور در شده  کلون ureB ژن حاصل،  نتایج پایه بر: گیر نتیجه

 ینهای ستتتازواره لذا. دارد را یوکاریوتی هایستتتلول در ژن این اختصتتتاصتتتی پروتئینی محصتتتول تولید

pcDNA3.1(+)-ureB سیل  از سی  برای  زم پتان سن  عنوانبه حیوانی مدل در زاییایمنی برر  نیژ واک
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 Abstract 
Introduction: Helicobacter pylori causes the gastritis, peptic ulcer, gastric cancer 

and lymphoma. There is no effective vaccine against this bacterium. Urease which 

is coded by ureB is one of the important stimulating agents for host immune system. 

The aim of this study was cloning and expression study of the ureB gene in order to 

create a gene vaccine against H. pylori. 
 

Methods: In this experimental study, ureB gene was reproduced from Helicobacter 

pylori genome using PCR method. The PCR products were T/A cloned into pTZ 

vector and then digested with XhoI and XbaI enzymes and inserted to the 

pcDNA3.1(+) vector. pcDNA3.1(+)-ureB final construct was transformed in CHO 

cells using electroporation method. ureB gene expression was shown on a SDS-

PAGE gel. 

 

Results: The results show that the pTZ-ureB recombinant vector was generated. 

The restriction digest and sequencing confirmed the correctness of the cloning of 

ureB into pcDNA 3.1(+) vector. The electroporation results and study of gene 

expression in animal cells showed the desirable protein band on SDS-PAGE gel. 

 

Conclusion: According to the results, the pcDNA3.1(+)-ureB expression vector 

can express the ureB gene product in eukaryotic cells. So the pcDNA3.1(+)-ureB 

final construct has a high potential as a DNA vaccine candidate for the evaluation of 

the immunogenicity in animal model. 
  Keywords: Helicobacter pylori, Recombinant vaccine, Gene cloning, ureB gene. 
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 مقدمه

 

هلیکوباکتر پیلوری یک باکتری مارپیچی شکل، گرم 

منفی و از رده اپسیلون پروتئوباکتریا 

(Epsilonproteobacteria است. بیش از ،)درصد از  50

جمعیت جهان به این باکتری آلوده بوده و ابتلا به این عفونت 

(. 1) ونددیپیمی آغازین زندگی به وقوع هاسالدر  معمو ً

ای هیه دهد در میان یمشکل مارپیچی به این باکتری اجازه 

ی هامولکولاین باکتری  (.2مخا ی پوشاننده معده وارد شود )

و آمونیاک و  کندیمی شیمیایی است را تجزیه امادهاوره که 

 . آمونیاک غلافی در ا رافکندیمدی اکسید کربن تولید 

که آن را در مقابل اسید معده  آوردیمباکتری به وجود 

. لذا تولید مقادیر زیاد آنزیم اوره آز، برای بقا کندیممحافظت 

(. 3یی هلیکوباکتر پیلوری ضروری است )زایماریبو 

( WHOهلیکوباکتر پیلوری توس  سازمان بهداشت جهانی )

رفی شده مع 1ی انسانی، از گروه زاسر انیک عامل  عنوانبه

ی شدید و زخم معدهاین باکتری سبب ایجاد التهاب  .است

میزان شیوع هلیکوباکتر  شود.یمی افراد مبتلا همهپ تیک در 

 -پیلوری بر اساس نژاد،  بقه اجتماعی، شرای  اجتماعی

ی هاراه(. امروزه 1و  4اقتصادی، بهداشت و سن متفاوت است )

تشخیصی و درمانی متعدی برای هلیکوباکتر پیلوری به کار 

ی تشخیصی برای عفونت هلیکوباکتر پیلوری هاآزمونرود. یم

ریع س آزمونی نیازمند به انجام آندوسکوپی مثل هاآزمونشامل 

لی ی پارهیزنجی و واکنش شناسبافت(، کشت، RUTاوره آز )

امل سنجش ی غیر آندوسکوپی شهاآزمون( و PCR) مراز

ی مدفوعی ژنیآنت آزمونتنفسی اوره و  آزمونی، بادیآنت

 (.5و  6) باشندیم

کیلو دالتون بوده  540ی مولکولآنزیم اوره آز دارای وزن 

کیلو دالتون و  5/26با  ureAو متشکل از دو زیر واحد بزرگ 

ureB  کیلو جفت  ۷/1 کیلو دالتون بوده و اندازه ژن آن 61با

(. اوره آز یک متالو آنزیم نیکل است که تبدیل ۷)- باشدیمباز 

وره آز . اکندیماوره به آمونیوم و دی اکسید کربن را هیدرولیز 

 ی ژنیارهاساختفعال هلیکوباکتر پیلوری، بستگی به حضور 

ureA/B  دارد تا هولو آنزیمkDa 550  ی هاژنتشکیل دهد و

 شندبایمبرای بیان با ی فعالیت اوره آز  زم  ureI/E/Fفرعی 

 برای استقرار باکتری در معده  زم است ureB/G/Iی هاژن و

(8 .)ureB یهاهیسوایمنوژن تمامی  نیترجیراو  نیمؤثرتر 

ظتی را در پاسخ ایمنی حفا تواندیمهلیکوباکتر پیلوری است که 

از  آزهاره بنابراین او  بدن علیه هلیکوباکتر پیلوری ایجاد کند

ی مناسب برای واکسن دهایکاند عنوانبه ureBجمله 

ی هاواکسنی اخیر هاسال(. در 9) باشندیمهلیکوباکتر پیلوری 

نی ی ژهاواکسنمتعددی علیه عوامل عفونی ساخته شده است. 

وین ی نهاکیتکنکه با کاربرد  باشندیم هاواکسننوعی از 

امل ی ژنی شهاواکسنمزایای . شوندیممهندسی ژنتیک تولید 

و  ؤثرمیا بازگشت پایین عفونت، ایجاد پاسخ ایمنی  خطر عود

 و نی، ایجاد هر دو پاسخ ایمنی هومورال و سلولی، پایداری 

ایین ی پنهیهزی ضعیف شده و زندهی هاواکسنبا  نسبت به 

ی ژنی کم است. پاسخ ایمنی  و نی هاواکسن. معایب باشدیم

 اندکی  وربهمنجر به التهاب مزمن شود و همچنین  تواندیم

(. 10خطر پایان یافتن فرایندهای سلولی نرمال را افزایش دهد )

ه برخی از ک باشدیمی مختلفی هاژنهلیکوباکتر پیلوری دارای 

ی مناسب برای تولید واکسن انتخاب اداهیکاند عنوانبه هاآن

(، hsp، پروتئین شوک حرارتی )آزهاکه شامل اوره  اندشده

، vacA، cagA یهاژن( و hpaAپروتئین غلاف فلاژلی )

babA  وhpaA هدف از تحقیق حاضر، تکثیر،  (.۷) باشندیم

هلیکوباکتر پیلوری سویه  ureBجداسازی و همسانه سازی ژن 

( ژنی یوکاریوتی Constructاستاندارد و ایجاد سازواره )

کاندیدای واکسن ژنی علیه هلیکوباکتر پیلوری  عنوانبه

 .باشدیم
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 کیرروش

   بیکترییی ، وکتورهی و سلول جینور هیهیسو

این مطالعه تجربی، در مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی 

ی جداسازی ژن و برا شهرکرد انجام شد.دانشگاه آزاد اسلامی 

های یرباکتبه ترتیب از  هاژنمیزبان مناسب برای کلون سازی 

هلیکوباکتر پیلوری و اشریشیاکلی استفاده شد. تکثیر و 

از درون ژنوم سویه استاندارد هلیکوباکتر  ureBجداسازی ژن 

( انجام شد. این باکتری از انستیتو ATCC 43504پیلوری )

 TOP10Fایران گرفته شد. از اشریشیاکلی سویه  پاستور

، بهره اختستازهترانسفورماسیون و تکثیر وکتورهای  منظوربه

گرفته شد. این سویه باکتریایی از مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی 

دانشگاه آزاد اسلامی شهرکرد، تهیه شد. میزبان یوکاریوتی در 

( بود. CHOی تخمدان همستر چینی )هاسلولاین تحقیق، 

از دانشگاه علوم پزشکی شهرکرد گرفته  CHOی هاسلول

از وکتور  PCRشدند. برای کلون سازی محصو ت 

pTZ57R/T  ساخت شرکت ترمو ساینتیفیک آمریکا( استفاده(

گردید. این وکتور که از این پ  برای سهولت نگارش در این 

شود، در واقع در سیستم کیت یمآورده  pTZ صورتبهتحقیق 

T/A Cloning  باشد. وکتور ساب کلونینگ یمشرکت مذکور

به کار رفته در این تحقیق، وکتور بیانی یوکاریوتی 

pcDNA3.1(+)  .ساخت شرکت اینویتروژن آمریکا( بود(

جفت باز بوده و دارای مارکرهای  5428اندازه این وکتور 

ب برای سیلین و نئومایسین به ترتییآم بیوتیکی یآنتمقاومت 

ی پروکاریوت و یوکاریوت ترانسفورم شده هاسلولغربالگری 

باشد. وکتور مذکور دارای پروموتر ویروسی یمبا این وکتور، 

ه ی کلون شدهاژناست که بیان بسیار با ی  CMVقوی به نام 

 را به عهده دارد.

 ureBو تکثیر ژن  DNAاستخراج 

 DNA یکوباکتر پیلوری با استفاده از کیت ژنومی هل

بر اساس روش کار موجود در  )سیناژن، ایران( DNAاستخراج 

تخلیص شده با  DNAی شد. بررسی غلظت سازخالصکیت، 

دستگاه نانودراپ )ساخت شرکت ترمو ساینتیفیک، آمریکا( 

نیز با الکتروفورز روی  DNAانجام شد و علاوه بر آن کیفیت 

 ureBارزیابی گردید. برای تکثیر ژن  ژل آگارز یک درصد

ابتدا پرایمرهای اختصاصی برای آن با  راحی شد. به این منظور، 

به شماره ثبت  ureBتوالی ژنوم هلیکوباکتر پیلوری محتوی ژن 

FM991728 ( از بانک ژن جهانیGene Bank  موجود در

 Gene افزارنرم(، گرفته شد و با کمک NCBIپایگاه 

Runner راحی پرایمر انجام شد. توالی پرایمرهای رفت و  ،

 باشد:یمزیر  صورتبهبرگشت  راحی شده 

 
GTCGACATA  -F: 5'-ureB 

ATGAAAAAGATTAGCAGAAAAG -3' 
ATC  -R: 5'-ureB

CTAGAAAATGCTAAAGAGTTGTAGTACT

G -3' 

 

شود، در یمکه در ساختار پرایمرها ملاحظه   ورهمان

ب برگشت، به ترتی وز پرایمرهای رفت پریم هر یک ا-5انتهای 

نظر گرفته شد.  در XbaI و XhoIجایگاه برش برای دو آنزیم 

یده خ  کش هاآنهای برش که در توالی پرایمرها، زیر یتوالاین 

شده است، برای سهولت کلون سازی در  ی مراحل آزمایش 

مورد استفاده قرار گرفتند. همچنین در فرادست هر سایت برش، 

 PCRواکنش  پایه قرار داده شد. عنوانبهتعداد سه نوکلئوتید 

 PCRبافر میکرولیتر از  5/2میکرولیتر حاوی  25در حجم نهایی 

10X ،2  میلی مو رMgCl2 ،200  میکرومو رdNTPs ،100 

ی  DNAنانوگرم از  100نانومو ر از هر یک از پرایمرها، 

پلی مراز  DNAواحد آنزیم  1و  ژنومی هلیکوباکتر پیلوری

Taq سیناژن، ایران( در دستگاه ترمال سایکلر گرادیانت( ،

)شرکت اپندروف، آلمان( انجام شد. برنامه دمایی شامل، یک 

به مدت  گرادیسانتدرجه  95دایی در مرحله واسرشت شدن ابت

 گرادیسانتدرجه  94مرحله تکراری شامل  32دقیقه و در ادامه  3

به مدت یک دقیقه و  گرادیسانتدرجه  59به مدت یک دقیقه، 

به مدت یک دقیقه و نیم و در نهایت  ویل  گرادیسانتدرجه  ۷2

 ۷به مدت  گرادیسانت درجه ۷2ی در امرحلهشدن نهایی یک 

ترمال سایکلر،  دقیقه انجام شد. پ  از اتمام کار دستگاه
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روی ژل آگارز یک درصد حاوی اتیدیوم  PCRمحصو ت 

ژل  ی ازبردارعک بوماید، الکتروفورز شدند و با دستگاه 

(UVI Tech.مشاهده و ثبت گردیدند ،)انگلستان ، 

 T/Aکلون سی   

 PCRمحصو ت در این تحقیق، پ  از پایان الکتوفورز 

 ureBژن  PCRروی ژل آگارز، قطعات مربوط به محصو ت 

با استفاده از تیغ اسکال ل از روی ژل بریده و داخل میکروتیوپ 

از ژل با استفاده  DNAی قرار داده شدند. استخراج تریلیلیم 5/1

از ژل )کیاژن، آمریکا( مطابق  DNAاز کیت تخلیص 

، از کیت T/Aکلون سازی  منظوربهدستورالعمل کیت اجرا شد. 

pTZ (T-Vector )شرکت ترمو ساینتیفیک که حاوی وکتور 

 ureBپ  از درج قطعات ژنی مربوط به  ، استفاده شد.باشدیم

 E. coli، انتقال وکتورهای نوترکیب به باکتری pTZدر وکتور 

به روش شیمیایی و با استفاده از کلرید کلسیم  TOP10Fسویه 

ده ی ترانسفورم شهایباکترسرد و استریل انجام شد. مو ر  1/0

 تریلیلیممیکروگرم بر  50حاوی  LB-Agarروی محی  

را  pTZیی که وکتور هایباکترکشت داده شدند.  نیلیسیآم 

 نیلیسیآم دریافت نموده بودند، به خا ر وجود ژن مقاومت به 

در این وکتور، رشد نموده و تشکیل کلنی دادند. تعدادی )بین 

ب تصادفی انتخا صورتبهی حاصل هایکلنکلنی( از  15تا  10

 pTZ-ureBو برای غربالگری از لحاظ داشتن وکتور نوترکیب 

ی هایکلنمورد آزمایش قرار گرفتند. استخراج پلاسمید از 

)ساخت  Bioneerانتخاب شده با استفاده از کیت شرکت 

 صحت کلون سازی ژن در دییتأکشور کره جنوبی(، انجام شد. 

 XhoI، هضم آنزیمی با دو آنزیم PCRاین مرحله، با سه روش 

 و تعیین توالی مورد بررسی قرار گرفت. XbaIو 

 کلون سی   ژن در وکتور بیین  )سیب کلونینگ(

-Tابتدا در  ureBژن  PCRدر این پژوهش، محصو ت 

Vector  به نامpTZ  کلون سازی شدند )مطابق مطالب

 pTZ-ureBوکتور نوترکیب  رودیمپاراگراف با ( و انتظار 

فاقد پروموتر در  pTZایجاد شده باشد. به دلیل اینکه وکتور 

فرادست ژن کلون شده است و از  رف دیگر این وکتور قادر 

ژن  ی یوکاریوتی نیست، انتقالهاسلولبه تکثیر و بیان ژن در 

ureB  رسدیمبه یک وکتور بیانی یوکاریوتی، ضروری به نظر .

وکتور بیانی یوکاریوتی مورد  عنوانبه (+)pcDNA3.1وکتور 

-pTZباید از درون وکتور  ureBاستفاده قرار گرفت. لذا ژن 

ureB  خارج و در وکتورpcDNA3.1(+) .ساب کلون گردد 

 و XhoIی هامیآنزبا  pTZ-ureBوکتور نوترکیب 

XbaI  بریده شد تا ژنureB  از آن خارج گردد. از  رف دیگر

نیز با همین دو آنزیم برش داده شد تا  (+)pcDNA3.1وکتور 

. س   همه این محصو ت هضم آنزیمی دیدرآخطی  صورتبه

روی ژل آگارز یک درصد، الکتروفورز شدند. پ  از پایان 

وکتور و  ureBالکتروفورز، قطعات مربوط به ژن 

pcDNA3.1(+)  از روی ژل بریده و با کمک کیت تخلیص

بین ژن و وکتور مذکور  (Ligationگردیدند. واکنش اتصال )

لیگاز )سیناژن، ایران( انجام شد تا وکتور -T4با استفاده از آنزیم 

تشکیل گردد. مراحل  pcDNA3.1(+)-ureBبیانی نوترکیب 

با وکتور نوترکیب، مطابق  E. coliباکتری  ترانسفورماسیون

 دییتأشرح داده شد، صورت پذیرفت.  pTZآنچه برای وکتور 

، هضم PCRی هاروشصحت ساب کلونینگ به ترتیب با 

 آنزیمی و تعیین توالی، بررسی شد.

-(+)pcDNA3.1  نهیی  سی وارهالکتروپوریشن 

ureB  جینور هیسلولبه   

در سلول  ureB بررسی بیان ژن منظوربهدر این تحقیق 

 ینیچیا همان سلول تخمدان هامستر  CHO جانوری، از سلول

(Chinese Hamster Ovary)   .ی هاسلولاستفاده شدCHO 

درصد  10)شرکت گیبکو( حاوی  RPMI 1640 در محی 

FBS  سیلین و یپنلیتر یلیمیکروگرم در هر م 100و

 5ای  گراد و در شریسانتدرجه  3۷استرپتومایسین و در دمای 

کشت داده شدند. برای انجام ترانسفورماسیون این  CO2درصد 

 Gene Pulserاز روش الکتروپوریشن )دستگاه مدل  هاسلول

Xcell  شرکتRad-Bio  2* 610آمریکا( استفاده شد. تعداد 

یت کومیکرولیتر در  400، شمارش و در حجم هاسلولعدد از 

 800دار مخصوص الکتروپوریشن ریخته شد. س   مق 4/0
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)وکتور بیانی نوترکیب  DNAنانوگرم در هر میکرولیتر از 

pcDNA3.1(+)-ureB اضافه شد و کووت به  هاسلول( به

دقیقه روی یخ قرار داده شد و س   در دستگاه  10مدت 

الکتروپوریشن قرار داده شد. پال  الکتریکی با شرای  

 هاسلوله ب فاراد یکروم 400کیلو ولت و  1۷4/0سازی شده ینهبه

دقیقه روی یخ قرار داده  2بلافاصله به مدت  هاسلولداده شد و 

شت ک فلاک ی الکتروپوریت شده در هاسلولشدند. س   

و  FBSدرصد  10به همراه  RPMIحاوی محی  

دند و سیلین و استرپتومایسین کشت داده شیپنهای بیوتیکیآنت

گراد و یسانتدرجه  3۷ساعت در انکوباتور با دمای  6به مدت 

ی هافلاک قرار داده شدند. س   به هر یک  CO2درصد  5

 بیوتیکیآنتلیتر یلیممیکروگرم در هر  100کشت مقدار 

ی هاسلولبیوتیک انتخابی مناسب برای یآنتنئومایسن )

( افزوده شد pcDNA3.1(+)-ureBترانسفورم شده با وکتور 

ی دارنگهر ساعت دیگر در انکوباتو ۷2به مدت  هاسلولو 

  فلاکگردیدند. تمام مراحل فوق )الکتروپوریشن( برای 

گروه کنترل در  عنوانبهکه  CHOی هاسلولکشت دیگری از 

به  ، با این تفاوت کهدرآمدنظر گرفته شده بودند نیز به اجرا 

 یی اضافه نگردید. DNAگونه یچهی گروه کنترل، هاسلول

 SDS-PAGEانجیم 

کیلو دالتتونUreB (61  ،)بتا توجته بته انتدازه پتروتئین 

ی هانمونهکتار بترده شتد.  درصتد بته 16ژل پلتی اکریتل آمیتد 

ی ژل عمودی، با اختلاف روی بر بارگذارپروتئین پ  از 

ساعت الکتروفورز شتدند و  4متدت  ولتت بته 120پتانسیل 

 د.یزی شآمرنگست   ژل بته رنگ کوماسی بلو، 

 هیییفته
 هلیکوبیکتر پیلور  ureBجداسی   و تکثیر ژن 

ی بتتاکتر  ژنومی از    DNAدر این مطتتالعتته، استتتتخراج       

تایج الکتروفورز         جام شتتتتد. ن یت ان با موفق باکتر پیلوری  هلیکو

DNA  ظت    روتخلیص شتتتتده بر گارز و بررستتتی غل ی ژل آ

DNA  نانوگرم  ۷5 دهندهنشانی شده با نانودراپ سازخالصی

با پرایمرهای اختصاصی  PCRدر هر میکرولیتر بود. نتایج انجام 

روی ژنوم استتتتخراج شتتتده از هلیکوباکتر پیلوری،    ureBژن 

جفت   1۷22رفت ستتتبب تشتتتکیل باند       یمکه انتظار     ورهمان 

 آورده شده است. 1بازی شد که نتایج آن در شکل 

 

 
 .ureB برای ژن PCRنتیجه  .1شکل 

M مارکر :kb 1 .ساخت شرکت فرمنتاز 

 ureBبازی مربوط به تکثیر ژن  جفت 1۷22: باند 4و  3و  2و  1شماره 

NC نمونه( کنترل منفی :PCR  بدونDNA) 

 و سیب کلونینگ T/Aکلون سی   

حاق بین وکتور        با ال تدا کلون ستتتتازی  له، اب در این مرح

pTZ  و قطعه ژنureB   صحت آن س بهانجام گرفت که   ییلهو

PCR  که با انجام ی وربهیید شتتد. تأو هضتتم آنزیمیPCR  با

های یکلنروی  ureBاستتتفاده از پرایمرهای اختصتتاصتتی ژن   

، محصتتتو ت pTZ-ureBرشتتتد یافته حامل وکتور نوترکیب 

PCR     ندازه مد. همچنین برش           1۷22به ا ید آ پد باز  فت  ج

ل موجب تشکی XbaIو  XhoIهای یمآنزآنزیمی این وکتور با 

جفت بازی به ترتیب مربوط  1۷22و  2886ی هااندازهدو باند به 

عه ژن   pTZبه وکتور   نگ ژن   ureBو قط بود. ستتتتاب کلونی

ureB  درون وکتورpcDNA3.1(+) آمیزی در یتموفق، نتایج

، PCRی هاروشیید صتتحت ستتاب کلونینگ با تأپی داشتتت. 

مه ا       تایج ه فت و ن جام گر ن یهضتتتم آنزیمی و تعیین توالی، ان

سازواره نهایی         شکیل  ستی ت شات در -(+)pcDNA3.1آزمای

ureB  کنند. هضتتتم آنزیمی این وکتور نوترکیب و   یمیید  تأ را

ستتبب تشتتکیل دو  الکتروفورز آن روی ژل آگارز یک درصتتد
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 جتتفتتت بتتازی    5428ی هتتاانتتدازهبتته  DNAقتتطتتعتته   

 جفت بازی مربوط    1۷22و  (+)pcDNA3.1مربوط به وکتور  

 

 

طا    له در     به ژن مورد م تایج این مرح عه در این تحقیق شتتتتد. ن ل

 .شودیمملاحظه  3و  2ی هاشکل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 .XbaIو  XhoIبا دو آنزیم  pcDNA3.1(+)-ureBهضم آنزیمی سازواره نهایی . 2شکل 

-10816شرکت ترمو فیشر با شماره کاتالوگ  1Kb: مارکر 1شماره 

 جفت بازی  1۷22و  5428ی هااندازهکه باندهای با  4تا  2ی هاشتتماره. 015

 

 است. ureBو ژن  (+)pcDNA3.1به ترتیب مربوط به وکتور 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 pcDNA3.1(+)-ureBتصویر شماتیک وکتور نوترکیب . 3شکل 

        4                3                 2             1 

1722 bp 

5428 bp 

pcDNA3.1(+)-ureB 
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نتایج تعیین توالی قطعه ژن کلون شده در وکتور نوترکیب 

pcDNA3.1(+)-ureB   های موجود  یتوال، پ  از مقایستتته با

گاه     پای که    NCBIی ها دادهاز این ژن در  تایج نشتتتتان داد  ، ن

گونه جهش یا تغییر نوکلئوتیدی در توالی این ژن به وجود     یچه

یید استتتت. بخشتتتی از نتایج تأنیامده و درستتتتی توالی آن مورد 

شود.یمملاحظه  4تعیین توالی این ژن در شکل 

 

 

 

 

 

 

 
 ureBتصویر بخشی از دندروگرام مربوط به تعیین توالی ژن . 4شکل 

 الکتروپوریشن و بیان ژن

بتترای تتترانستتتتفتتورم نتتمتتودن وکتتتتتور نتتوتتترکتتیتتب      

pcDNA3.1(+)-ureB کننده ژن  یان بureB  ی ها ستتتلولدر

یوکاریوتی، از روش الکتروپوریشتتن کمک گرفته شتتد. نتایج  

با     CHOی ها ستتتلولی کار دستتتت به روش الکتروپوریشتتتن 

، ستبب ایجاد مقاومت  pcDNA3.1(+)-ureBستازواره نهایی  

سبت به   سین در  یآنتن گردید.  CHOی هاسلول بیوتیک نئومای

سلولی حاصل از      شده   هاسلول عصاره  سفورم  در  CHOی تران

بدون دریافت  CHOی هاستتلولی گروه شتتاهد )هاستتلولکنار 

 منظورهببیوتیک نئومایستتین( یآنتبا  شتتدنمواجهوکتور و بدون 

یان ژن    حاصتتتل از        ureBبررستتتی ب تایج  بررستتتی شتتتدند. ن

-SDSالکتروفورز این دو دستتتتتته ستتتلول روی ژل عمودی  

PAGE  61یزی آن با کوماستتتی بلو نشتتتان داد، باند آمرنگو 

به محصتتتول ژن   دالتون یلوک ی ها ستتتلولدر  ureBی مربوط 

(5جانوری تشکیل شد )شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

          3                     2                      1            
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 ی.دالتون یلوک 61و تشکیل باند  ureBبیان ژن  .5شکل 

 pcDNA3.1(+)-ureB: سلول ترانسفورم شده با وکتور نوترکیب 1شماره 

 : سلول ترانسفورم نشده2شماره 

 : مارکر3شماره 

 بحث
تکثیر و در  PCRبتته روش  ureBدر این مطتتالعتته، ژن 

با موفقیت کلون شتتد. ستت   ستتاب کلونینگ ژن  pTZوکتور 

انجام شد   (+)pcDNA3.1مذکور در وکتور بیانی یوکاریوتی 

و نتایج هضتتتم آنزیمی و تعیین توالی صتتتحت کلون ستتتازی و 

 نشان داد. را pcDNA3.1(+)-ureBتشکیل سازواره نهایی 

یافتن واکستتتن   میلادی، تلاش جهت  1990از اوایل دهه   

 نونتاکعلیه هلیکوباکتر پیلوری شتتتروع شتتتده استتتت. هر چند 

ن ی علیه هلیکوباکتر پیلوری و برای پیشگیری از ایمؤثرواکسن 

ما یکی از           ید نشتتتده استتتت ا یایی تول باکتر  نیرمؤثرتعفونت 

سن  شده    هاسال در  هاواک سی ژنتیک تولید  ی اخیر از راه مهند

سر گ     شت  ست و مراحل موفقی را پ ست. این واکسن     ا شته ا ذا

کاران در ستتتتال    Zengدر تحقیق  عدادی از   2015و هم در ت

ستتتال مورد آزمایش قرار گرفت     15تا   6ی بین ستتتنین ها بچه 

(. ارتباط و شتتتباهت این تحقیق با تحقیق ما در انتخاب نوع  11)

در هر دو تحقیق، ژن پایه و اصتتلی،  کهی وربهژن بوده استتت. 

 . در تحقیق صتتتورتباشتتتد  یمهلیکوباکتر پیلوری   ureBژن 

 B، یک فیوژن پروتئین شتتتامل زیر واحد zengگرفته توستتت  

به همراه انتروتوکستتتین     باکتر پیلوری   Bآنزیم اوره آز هلیکو

شیاکلی،     شری ستف    عنوانبهباکتری ا سن خوراکی مورد ا اده واک

(. هر چند در تحقیق ما، هدف از ستتاخت 11استتت )قرار گرفته 

DNA      نوترکیب، ایجاد واکستتتن ژنی بوده و نوع وکتورهای

 املاًک تکثیری و بیانی به کار رفته در این دو تحقیق با یکدیگر        

که در نتایج   ورهمانمتفاوت استتت.  زم به توضتتیت استتت،   

ی جانوری هاستتلولدر  ureB، بیان ژن شتتودیمتحقیق ما دیده 

CHO    در متتحتتیتت  کشتتتتتت دیتتده شتتتتتده و ستتتتتازواره

pcDNA3.1(+)-ureB       یان ژن به ب  . باشتتتتد  یم ureBقادر 

 

 ایتتتتتتن نتتتتتتکتتتتتتتتتتتتته از ایتتتتتتن جتتتتتهتتتتتت   

اهمیت استتتت که علاوه بر امکان کاربرد این ستتتازواره         حائز 

یک واکستتن ژنی، امکان تخلیص  عنوانبهمستتتقیم  صتتورتبه

ند تحقیق      UreBپروتئین  تا همان لذکر فوقنیز وجود دارد  ز ، اا

واکستتن خوراکی یا واکستتن پ تیدی نیز استتتفاده  صتتورتبهآن 

 شود.

مجموعه ژنی مستتتئول کد گذاری و پردازش آنزیم اوره    

آز در ژنوم هلیکوباکتر پیلوری، شتتتامل چندین زیر واحد دنبال 

ست که به ترتیب   ، ureA ،ureB ،ureI ،ureE صورت بههم ا

ureF ،ureG  وureH    نار هم چیده ند شتتتده در ک (. در 12) ا

سال  اهمطالع توس  کریمی و همکاران صورت    2001ی که در 

به بررستتتی زیر             یب،  جاد واکستتتن نوترک هدف ای با  ته،  گرف

پرداختند. در واقع این محققان ابتدا     ureBو  ureAی واحدها  

 ureBو  ureAی هابخش، اقدام به جداستتتازی PCRبه روش 

های ایزوله شتتتده در ایران نمودند.     از ژنوم هلیکوباکتر پیلوری 

کلون ستتازی و  pETقطعات ژنی یاد شتتده را در وکتور  ستت  

(. این تحقیق 14بیان کردند ) BL21سویه   E. coliدر باکتری 

های به کار گرفته شتتده شتتباهت زیادی با کار ما یکتکناز نظر 

سازی بخش       ضر، ما اقدام به جدا شته اما در تحقیق حا  ureBدا

مذکور را کلون نمودیم.    از مجموعه ژنی اوره آز نموده و ژن 

یان    کار کریمی و همکاران، در    برخلافنیز  ureBبررستتتی ب

و همکاران یک پروتئین  Lueسلول یوکاریوت انجام پذیرفت.  

یدی از     حد  یرزجد جاد     ureB وا باکتر پیلوری را ای از هلیکو

( 15کردنتتد و خواص بیولوژیکی آن را آزمتتایش کردنتتد )           

Ferreo  ًو همکاران بیان کردند که اوره آز مخصتتوصتتا ureB 

باشتتتد و در تحقیقات   یمهدف مناستتتب در واکستتتن     عنوانبه 

کار     به  ند و  ژن را یآنتاین  ها آنرود. یممختلف  کلون کرد

به   ها ژن حستتتاستتتیت    اوره آز و واحد یرزی رمزگذار مربوط 
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نی و (. بهتتاره حتتاجی ختتا16ژنی آن را تعیین نمودنتتد ) یآنت  

سال    میآنز B ی از زیر واحداقطعه، بر روی 2010همکاران در 

هلیکوبتتاکتر پیلوری و بیتتان آن تحقیق  HpaAاوره آز و ژن 

 یکتتدکننتتدهی هتتاژندر تحقیق صتتتورت گرفتتته،  نمودنتتد.

ureB332  وhpaA         باکتر ندارد هلیکو تا یه استتت از ژنوم ستتتو

 pET28a پیلوری جدا شتتتده و با هضتتتم آنزیمی به داخل ناقل

صل به داخل       وارد سازواره حا س    های کلون یزبانمگردید. 

یانی    یان ترکیب       ترانستتتفورمستتتازی و ب شتتتد و پ  از تائید ب

مایلی توستتت  رزین نیکل        به روش کروماتوگرافی ت پروتئینی 

وستتترن  یگذارلکهژنیستتیته آن به روش یآنتتخلیص و ستت   

شد. نتایج هضم آنزیمی      شان داد  و تعیین توال PCRبررسی  ی ن

ی در حامل مورد نظر کلون شتتده استتت. درستتتبهکه ژن هدف 

ی چند  ها واکستتتندر  HpaAدریافتند که استتتتفاده از       ها آن

با استتتتفاده آن به        HpaA-UreBژنی مانند   یآنت در مقایستتته 

شت )   شتری خواهد دا (. در تحقیق حاجی خانی 8تنهایی تأثیر بی

اده شده  یکوباکتر استف نکته قابل توجه این است که از دو ژن هل 

 که نتایج ی خوشتته ژنی اوره آزهابخشیعنی از یکی از   استتت

ستفاده از ژن کمکی    یمنیا شته و ا یر تأثبر  hpaAزایی خوبی دا

آن افزوده است. در تحقیق ما نیز از این جنبه که یکی از اجزای 

اوره آز کلون ستتازی و بررستتی شتتده استتت، مشتتابهت نشتتان    

 فعال گاهیجا به حضتتتور توجه با ارانهمک ودهد. فوجی یم

آمینواستتتیدی از  135ی اقطعه ،Bواحد آز در زیر  اوره میآنز

UreB  تاتیون       عنوانبه با گلو -Sیک ترکیب پروتئینی همراه 

سفراز  شده در     E.coliدر  را تران سرم تولید  تولید نمودند. آنتی 

اتصتتال اختصتتاصتتی به ستتطت    UreB-GSTی با ستتازمنیااثر 

ی انسان آلوده به هلیکوباکتر پیلوری را نشان داده و معدهمخاط 

وره ا کهیدرحالموجب مهار فعالیت اوره آز باکتری شده است   

(. 1۷) کندینمآز کامل خالص شتتده چنین آنتی ستترمی را القا  

 ureBدر تحقیق دیگری که با تحقیق ما شباهت دارد، روی ژن 

صورت گرفته    عنوانبه ست. در ت  واکسن ژنی تحقیقاتی  حقیق ا

 PCR، محصو ت PCRبه روش  ureBمذکور، پ  از تکثیر 

کلون  TOPOبر پایه وکتور  T/Aدر ستتتیستتتتم کلون ستتتازی 

 pcDNA4-Hisستتتازی و ستتت   در وکتور بیانی یوکاریوتی 

های به کار رفته در این یکتکن(. 18) )( اندشتتدهستتاب کلون 

ین تفاوت که ه با ایقاً مشابه مسیر کار تحقیقاتی ما بوددقتحقیق، 

شده، با کار ما یکسان     وکتورهای تکثیری و بیانی به کار گرفته 

شواهد با     ینم شد. تمام  ست در     مؤبا شده در سیر انتخاب  ید م

گفت که با توجه به شتتیوع  توانیمتحقیق ماستتت. در مجموع 

سیار با ی هلیکوباکتر   شری و  لوریپب ایران  ژهیوهبی در جوامع ب

تلاش در زمینه پیشگیری یا درمان این عفونت  هرگونه(، 1و  5)

 اهمیت است. حائز

 
، ژن دهد یمنتایج حاصتتتل از این کار تحقیقاتی نشتتتان       

ureB       با موفقیت تکثیر، جداستتتازی و در هلیکوباکتر پیلوری 

و با در  کلون ستتتازی شتتتده استتتت. تا این مرحله  pTZوکتور 

از آن  توانیم pTZ-ureBدستتت داشتتتن پلاستتمید نوترکیب  

برای انجام تحقیقات متعدد در زمینه       ureBبانک ژن    عنوانبه 

ید        یا تول یب  ید پروتئین نوترک یه ه باد یآنتتول باکتر  ی عل لیکو

نام برد که    ند یمپیلوری و غیره  یار محققان کشتتتور     توا در اخت

 ه دستتتباز این مقوله، وکتور نوترکیب بیانی  ترمهمقرار گیرد. 

سیل   pcDNA3.1(+)-ureBدر این پژوهش با نام آمده  از پتان

در  توانیم زم در دو راستتتا برخوردار استتت. از این ستتازواره 

و  ureBبیان ژن  صتتورتبهی نوترکیب هاواکستتنمستتیر تولید 

کاربردی         هداف  با ا ید محصتتتول پروتئینی و تخلیص آن  تول

 هواکسن نوترکیب پروتئینی نظر داشت. جهت دوم ک   صورت به

 بوده، استتتتفاده از این وکتور بیانی   مدنظر بیشتتتتر در این پروژه 

کاریوتی     یب یو قات در زمی    منظوربه نوترک نه  کاربرد در تحقی

واکستتن ژنی استتت. به بیان دیگر، تولید اولیه و موفق محصتتول 

که در پژوهش      ureBپروتئینی ژن  کاریوتی  در ستتتیستتتتم یو

 حتتاضتتتر محقق شتتتتد، راهی روشتتتن در راستتتتتتای کتتاربرد  

pcDNA3.1(+)-ureB  نات    عنوانبه واکستتتن ژنی در حیوا

 نتیجه گیر 
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شگاهی مناسب، پیش رو قرار     که البته این موضع  دهدیمآزمای

شتری از جمله     سی بی ی ی در حیوان و ارزیابساز منیانیاز به برر

 ی ایمنی حاصل از آن دارد.هاپاسخ

 نامه کارشناسی ارشد با شماره ثبت    یانپااین مقاله از نتایج 

صل  248/94 سندگان این مقاله بر      حا ست. محققان و نوی  شده ا

دانند مراتب تقدیر و تشتتتکر خود را از همکاران      یمخود  زم 

بخش بیوتکنولوژی دانشتتتگاه آزاد استتتلامی واحد شتتتهرکرد،  

یژه آقای دکتر حسین انصاری و آقای حمیدرضا کبیری که    وبه

به ثمر نشستن این تحقیق یاری نمودند، اعلام نمایند. ما را در
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