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انجام شد.یوتیوکاریستمیسدرRT-PCRروشبهآنانیبیبررسوpEGFP-C2یانیبوکتوردرleoAژنيسازکلونويجداساز
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(Chinese hamster ovary: CHO)ژنانیبودیگردترانسفرمleoAروشباSDS-PAGEوRT-PCRشد.یابیارز
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مقدمه
Helicobacterيهلیکوبـــاکترپیلور pylori)(ســـمیارگانکیـــ

دارتاژكوشکلیچیمارپرشد،کند،یمنفگرمک،یلیکروآئروفیم
).1-3(اســــتمعـــده ومیــ ـتلیاپيمجـــرا ســـطح يروســـاکن و

کرومتـر یم5/0-1وطولکرومتریم5/2-5يدارايهلیکوباکترپیلور
ییایــباکترتحــركيبــراکــهاســتیقطبــتــاژك4-6بــاعــرض،

برخـوردار ژنـوم درییبـالا تنـوع ازيبـاکتر نیا).2(استيضرور
باشـد زبـان یممعـده باآنانطباقدرمهمعاملکیتواندیمبوده که 

زخمجملهازمختلفيهايماریبپاتوژنزدريهلیکوباکترپیلور).2(
مخاطبهوابستهيلنفاوبافتالتهابومعدهسرطاندوازدهه،ومعده

)MALT(اسـت لیدخ)ازیک ـیيهلیکوبـاکترپیلور عفونـت ).4-6
درخصــوصهبــایــدندرییایــباکترمــزمنيهــاعفونــتنیتــرعیشــا

دوراندرمعمـولاً عفونـت بـه ابـتلا است.توسعهحالدريکشورها
مانـد. یم ـیبـاق عمـر تمـام يبـرا آناثراتاما؛دهدیمرخیکودک

حـال درویصـنعت يکشورهادرعفونتنیاکیولوژیدمیاپيالگو

وجیتـدر بهیصنعتيکشورهادرکهيطوربه.استمتفاوتتوسعه
ــا ــزاب ــن،شیاف ــس ــتوعیش ــزاعفون ــشیاف ــدییم leoA). 7و5(اب

(Labile enterotoxin output A)یـی زايمـار یبعاملکیGTPase

قیطرازبالقوهوشودیميکدگذارییزايماریبرهیجزدرکهاست
حـال در).8(شـود یم ـسـم انتشـار شیافـزا باعـث یترشحکولیوز

شـناخته ییای ـباکترینیآميدشبهنیپروتئکیعنوانبهleoAحاضر
رییــتغراغشــاها،ینــیآميدانوادهخــيهــانیپــروتئ).9و8(شــودیمــ
هسـتند  محـدود هـا وتیوکـار یبهکهشدیمتصوریزمانودهندیم
)8.(leoAحـــــرارتبـــــهحســـــاسنیانتروتوکســـــدفـــــعبـــــا

Labile enterotoxin: LT)(ــطراز ــولیوزقیـــ ــاءکـــ غشـــ
Membrane vesicle: MV)(يبـاکتر سـلول سـطح ازوافتهیتکامل

شنقازیحاکیکماریبسيهاگزارشرحاضحالدرشود.یمآزاد
ــرد ــروتئيعملکـ ــانیپـ ــیآميديهـ ــباکترینـ ــودییایـ دارد.وجـ

ياعضـا شـده حفاظـت عملکـرد دریمهم ـنقشغشاءيهاکولیوز
هاوتیپروکارازیتکامليهاحوزهیط)DFMs(ینیمآيدخانواده
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).8(دهندیمنشانهاوتیوکاریبه

)leoA)8تار اوپرون ژن ک ساخیر شماتیتصو: 1شکل 

عفونـــتدرمـــانيبـــراهـــاکیـــوتیبیآنتـــازیبرخـــامـــروزه
لی ـتماعـدم اد،ی ـزنـه یهز؛ امـا هستنددسترسدريهلیکوباکترپیلور

عوامـل ازمقـاوم يهـا هیسـو بـروز وداروقیدقمصرفيبرامارانیب
رونی ـاازرونـد. یم ـشـمار بـه هـا درمـان نی ـاتی ـکفاکنندهمحدود

ماننـد يریشـگ یپاییدرماننیگزیجاروشکیبهیابیدستضرورت
هیــعلواکســنســاختيبــراتــلاششــود.یمــمطــرحونیناســیواکس

عفونـت کـه نی ـابـه علـم بـا 1990دههلیاوادريهلیکوباکترپیلور
).3(شدشروع؛استمعدهزخمیاصلعامليباکترنیاازیناش

لیکوباکترپیلوريهمقاومي هاهیسوافزونروزشیافزابهتوجهبا
همـراه شکسـت بـا مـوارد درصـد 20تـا 15دری کیوتی ـبیآنتدرمان

،یـی داروي هـا درمـان بـه مقاومـت بـروز بـه توجـه بـا ).10(شودیم
بـروز امکـان وی انسـان زبـان یمدري هلیکوبـاکترپیلوري  بالاي داریپا

معده،درسمیارگاننیامدتی طولانحضورازی ناشمتعددعوارض
ي هـا درمـان همـراه ی کمک ـسـتم یسکي یریکارگبهایوینیگزیجا
هلیکوبـاکترپیلوري  ازی ناش ـي هـا عفونـت درکی ـوتیبیآنتبری مبتن

يقات انجام شده رویتحقرغمبه).11(رسدیمنظربهضرورتکی
ــاکترپیلوري واکســن ــاوهلیکوب ــدلدرحاصــله خــوبجینت ــام ي ه

انسـان را  يروردکـارب مجـوز ی واکسـن چیهحاضرحالدر،یوانیح
ی خاصي هاژننگ،یکلونسابروشازاستفادهباامروزه).3(ندارد 

مطالعـات شـوند. یم ـبـرده کـار بهی درمانی حتوی صیتشخهدفبا
ای ی ـژن ـنقصکردنبرطرفبه منظور ژنانتقالنهیزمدري اگسترده

قـات یتحقدر).12(اسـت گرفتهصورتمختلفي هايماریبدرمان
ــراتاگذشــته، ــیاث ــیزایمن ــعلی ــاکترپیلورهی ــرايهلیکوب ــواعيب ان

شـوك يهـا نیپروتئآز،اورهمانندبینوترکایویعیطبيهاژنیآنت
ــ ــالاز،،VacA،CagA،HP-NAP،یحرارتــــــــ HpaAکاتــــــــ

(Helicobacter pylori adhesin A)ســـموتازیددیسوپراکســـو
(Superoxide dismutase: SOD)14و13و3(استشدهدادهنشان .(

يهاواکسنمانندییایباکتريهاعفونتبرابردرياریبسيهاواکسن
انـد. گرفتـه قـرار یبررسموردوشدهابداعDNAيهاواکسناییژن

باعـث آنقی ـتزرقی ـطرازکـه اسـت واکسـن ینوعکییژنواکسن
يهـا يماریببرابردرتواندیموشودیمزبانیمدریمنیاپاسخجادیا

هـا، روسی ـوهـا، يبـاکتر ماننـد مختلـف يزايمـار یباملعوازیناش
اسـتفاده یحت ـودهدانجاميسازمنیاانگليهاکرموهااختهیتک

اسـت مطـرح زی ـنیک ـیژنتمنشـا بايهايماریبوتومورهايبراآناز

ونیناسیواکسعلمدرانقلابنیسومعنوانبهیژنيهاواکسن).15(
يبـرا يدی ـجدراهکـار یژنيهاواکسنازاستفادهشوند.یمیمعرف

حـال درامروزهروشنیاازاستفادههاست.يماریبهیعلیمنیاجادیا
یمن ـیاپاسـخ يالقـا بـه قـادر یژن ـيهـا واکسـن را ی. زاستگسترش

سـه یمقادریژن ـيهاواکسن.)16(هستند دوهرایهمورالاییسلول
بـودن تـر خالصتر،سادهدیتولچونییایمزايداراهاواکسنریسابا

ن مطالعه بـه  یا.)16(هستند آسانينگهدارويسازرهیذخمحصول،
ــون  ــازي و کلـ ــور جداسـ ــازي ژن منظـ ــانیleoAسـ ــور بیـ در وکتـ

pEGFP-C2  ــه روش ــان آن بـ ــی بیـ ــتم RT-PCRو بررسـ در سیسـ
یوکاریوتی انجام شد.

بررسیروش
واحد یدر دانشگاه آزاد اسلامیشگاهیآزمایفین مطالعه توصیا

شد.انجام1395سال یطشهرکرد 
هیسـو بـه :يجـانور يهـا سـلول ووکتورها،ییایباکتريهاهیسو

ازياهیسـو وleoAژنيجداسازيبرايهلیکوباکترپیلوراستاندارد
E.coliاز بـود ی ـنبی ـنوترکيوکتورهـا ریتکثيبرایزبانیمعنوانبه.

يیکوبـاکترپیلور هليبـاکتر ،leoAژنآوردندستبهوریتکثيبرا
ATCC(اسـتاندارد هیسـو  تویانسـت يولـوژ یکروبیمبخـش از)40504

يبـاکتر اززی ـنبی ـنوترکيهـا ژنریتکثيبراه شد.یتهرانیاپاستور
قـات یتحقمرکـز ازکـه شـد اسـتفاده TOP10Fهیسـو یکلایشیاشر

د. ی ـگردهی ـتهشـهرکرد واحـد یاسـلام آزاددانشـگاه يتکنولوژویب
وpTZ57R/Tيهـا نامبهوکتوردوازژنيسازلونکيبرانیهمچن

pEGFP-C2وکتــور.شــداســتفادهpTZ57R/Tکیــعنــوانبــه
T-vectorمحصـولات يسـاز کلـون يبراوبودهاستفادهموردPCR

بـه مقالـه نی ـادرنگـارش سهولتيبراکهوکتورنیااست.مناسب
تی ـکبـه مربـوط ؛شـود یم ـآوردهpTZشـکل بهومخففصورت

انـدازه اسـت. کا)یآمرشر،یفترموشرکت(ساختT/Aيسازکلون
آن،یکیوتی ـبیآنتمقاوتمارکروبازجفت2886برابرpTZوکتور

یوتیوکــارییانیــبوکتــوراســت.نیلیســیآمپــبــهمقاومــتژن
pEGFP-C24735انـدازه بـه کـا) یآمرکلونتـک، شـرکت (ساخت

اسـت. شدهکلونژنانیبيبراCMVيقوپرومتوريدارابازجفت
ــا ــابيمارکره ــتمیسدرآنیانتخ ــارس ــاریویوتیپروک ــهیوتیوک ب

ــترت ــهمقاومــتشــاملبی ســلولاســت.نیســینئوماونیســیکاناماب
لسـلو شـده، کلـون ژنانی ـبیبررس ـيبرااستفادهموردیوتیوکاری

کـه اسـت (Chinese hamster ovary: CHO)ینیتخمدان همستر چ
شهرکردیپزشکعلومدانشگاهیمولکولویسلولقاتیتحقمرکزاز
شد.هیته

یژنـوم DNAاستخراجمنظوربه:leoAژنریتکثوDNAاستخراج
ــاکتراز ــاکترپیلوريب ــکازيهلیکوب ــتخراجتی ــاختDNAاس س

شـده، صیتخل ـDNAتی ـفیکد.یگرداستفادهرانیاناژنیسشرکت
قـرار یبررسدمورک درصد یآگارزژليروبرالکتروفورزازپس
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ثبـت شـماره بـا leoAژنیتـوال ابتـدا ،leoAژنریتکثيبراگرفت.
FM991728مـورد يمرهـا یپراسپسشد.گرفتهیجهانژنبانکاز

Geneافـزار نـرم کمـک بـا قی ـتحقنیادراستفاده Runnerیطراح ـ
مـــــــــریپرااز(Forward)رفـــــــــتیتـــــــــوالدرشـــــــــدند.

5´- AAGGGTACCGCAATGAATGAAACGCTAGAAC درو´3-
مــــــــــــــریپرااز(Reverse)برگشــــــــــــــتیتــــــــــــــوال

5´- TCACCGCGGAACACAAATTCAGTTCATTC اســـتفاده´3-
ازleoAژنسـاختن خـارج ای ـويسـاز کلونسهولتمنظوربه.شد

گـر، یدمتفـاوت يوکتورهـا درآنمجدديسازکلونووکتورکی
دریم ـیآنزبرشتیساشده،یطراحيمرهایپرامیپر-5يانتهادر

رفـت مـر یپرایتـوال دربـرش گـاه یجاکـه يطوربهشد.گرفتهنظر
تیســابرگشــتیتــوالدروKpnIمیآنــزيبــراGGTACCتیســا
ری ـزکهی(نواحشددادهقرارSacIIمیآنزيبراCCGCGGیمیآنز

برشيهایتوالازکیهرفرادستدراست).شدهدهیکشخطآنها
سـپس شـد. دادهقـرار هی ـپانعنـوا بـه دی ـنوکلئوتسهتعداد،یمیآنز

ــنش ــمدرPCRواکـ ــاحجـ ــامل،l25یینهـ ــولm20شـ محلـ
dNTP Mix،m1رفت،مریپراm1برگشـت، مریپراl2 نمونـه

DNAــدهاســـــتخراج ــانوگرم)100(شـــ ــزm25/0ونـــ میآنـــ
Taq DNA polymerase)میآنزواحدکیایTaqشـامل قی ـرقm

ــز25/0 ــرازیپلDNAمیآنـ ــر)آبl75/0ردTaqمـ ــاممقطـ انجـ
کی ـ،یآلـودگ وری ـتبخازيریجلـوگ منظـور بـه تینهادرد.یگرد
دسـتگاه درPCRواکـنش شـد. اضـافه لیاسـتر یمعـدن روغنقطره

Mastercycler)یحرارتـــکلریترموســـا Gradient, Eppendorf)

ییابتـدا شدنواسرشتقهیدق5ییدماطیشراباآلمانکشورساخت
درشـدن واسرشـت شاملچرخه32گراد،یسانترجهد95يدمادر
66يدمـا دراتصـال قه،یدقکیمدتبهگرادیسانتدرجه95يدما

درجه72يدمادرشدنلیطوقه،یدق5/1مدتبهگرادیسانتدرجه
72يدمـا دریینهـا شـدن لی ـطووقـه یدقکی ـمدتبهگرادیسانت

،PCRانجـام ازپـس شـد. انجـام قـه یدق7مدتبهگرادیسانتدرجه
يحـاو ک درصـد ی ـآگـارز ژليهـا چاهـک بـه PCRمحصولات

بـنفش يماورانورباودندیگردالکتروفورزومنتقلدیبروماومیدیات
شدند.مشاهده

درکـه طـور همـان T/Aيسازکلونانجاميبرا:T/Aيسازکلون
شــرکتســاختT-vectorاز؛شــداشــارهوکتورهــایمعرفــبخــش
ژنازیخالص ـقطعـه استلازممرحلهنیادرشد.تفادهاسشریترموف
leoAوکتـور دروهیتهpTZوکتـور گـردد. درجpTZبـه ابتـدا در

رشـته تکصورتبهTدینوکلئوتکیيداراواستیخطصورت
ازشود.یمدهینامT-vectorعلتنیهمبهواستخوديانتهاهردر

استنیامرازیپلDNAيهامیآنزازياریبستیخاصگر،یدطرف
بـه والگـو بدونAدینوکلئوتکی،PCRمحصوليانتهادودرکه

؛اسـت Tمکمـل Aکـه آنجـا ازدهند.یمقراريارشتهتکصورت

بـه وکـرد کلونیراحتبهTوکتوردرراPCRمحصولاتتوانیم
ازحاصـل PCRمحصـولات نـد. یگوT/Aيسـاز کلونستم،یسنیا

نـور مقابـل دروشـدند الکتروفـورز آگارزژليروleoAژنریتکث
UV،قطعهDNAژنبهمربوطleoAکمـک بـه آنهمـراه آگارزبا

DNAصیتخل ـتی ـکازاسـتفاده باleoAژنشد.دهیبراسکالپلغیت

يسـاز خـالص )،یجنوبکرهکشورBioneerشرکت(ساختژلاز
pTZتوروکوPCRمحصولاتنیب)Ligation(اتصالواکنششد.

دراتصــالمحصـول سـپس شـد. انجــامتی ـکالعمـل دسـتور مطـابق 
ادی ـيهـا يبـاکتر وترانسفورمTOP10Fهیسویکلایشیاشريباکتر
تـر یکرولیمهـر درکروگـرم یم50يحـاو LB-Agarطیمح ـدرشده
ــ ــوتیبیآنت ــکی ــیآمپ ــتنیلیس ــهوکش ــذارگرمخان ــدند.يگ ازش
(سـاخت دیپلاسـم صیل ـتختی ـکازاسـتفاده بـا اصـل حيهـا یکلن

صـورت دیپلاسـم اسـتخراج )،یجنـوب کرهکشورBioneerشرکت
بی ـنوترکناقـل لیتشـک وژنيسـاز کلـون صـحت یبررس ـگرفت.

pTZ-leoAيهاروشبهPCRمیآنـز دوبایمیآنزهضموKpnIو
SacIIشد.انجام

 ـبوکتـور درژنيسـاز کلون سـاخت يبـرا مرحلـه نی ـادر:یانی
يسازهمسانهpEGFP-C2یانیبوکتوردرleoAژن،یینهاسازواره

وارد؛بـود شـده کلونpTZحاملدرکهleoAژنمنظورنیبد.شد
حامـل بـه leoAژنکـردن وارديبـرا ودی ـگردpEGFP-C2حامل

pEGFP-C2محدودالاثريهامیآنزازKpnIوSacII شـد. اسـتفاده
دهی ـبراشـاره مـورد میآنزدوباpTZ-leoAبینوترکناقلابتدایعنی

یانی ـبوکتـور نیهمچن ـد.ی ـگردخـارج آنازleoAژنقطعـه تاشد
pEGFP-C2آمـاده وشـود یخط ـتـا شـد دهی ـبرمیآنـز دونیهمبا

يرو،یمیآنزهضممحصولاتهمهسپسگردد.leoAژنرشیپذ
pEGFP-C2وکتوروleoAژنقطعهوشدندالکتروفورزآگارزژل

ت،ی ـکازاسـتفاده باوشدنددهیبراسکالپلغیتکمکباژليرواز
ژنوpEGFP-C2وکتــورنیبــاتصــالواکــنشدنــد.یگردصیتخلــ

leoAمیآنزازهاستفادباT4-ران)،ی ـاناژنیس ـشرکت(ساختگازیل
روش(مطـابق اتصـال محصـولات شنیترانسفورممراحلوشدانجام

ــه ــدهگفت ــالا)درش ــاکتردرب ــوE.coliيب ــورتTOP10Fهیس ص
سـازواره لیتشـک ونـگ یکلونسـاب صحتتاییدمنظوربهرفت.یپذ
بـا یمیآنزهضمگرفت.انجامPCRابتدا،pEGFP-C2-leoAیینها
انجـام يسـاز کلـون صـحت تاییديبرازینSacIIوKpnIيهامیآنز
یابی ـارزیتـوال نیـی تعروشبـه حاصـل سـازواره یینهـا دیی ـتتوشد

د.یگرد
:يجـانور يهـا سـلول بـه pEGFP-C2-leoAییهـا نسازوارهانتقال

تخمـدان سـلول ازيجـانور سـلول درleoAژنانیبیبررسمنظوربه
Chinese)چینیهمستر Hamster Ovary: CHO)ودی ـگرداستفاده

گرفتهبهرهشنیالکتروپورروشازهاسلولنیاشنیفورمترانسيبرا
لمـــــدشـــــنیالکتروپوردســـــتگاهازمرحلـــــهنیـــــادر.شـــــد



95/دکتر عباس دوستیونغمه میرابوالقاسمی

)64پیدر(پی4شماره/19دوره/1396زمستان /گرگانپزشکیعلومدانشگاهعلمیمجله

Gene Pulser Xcell) شـرکت سـاختBio Radاسـتفاده کـا) یآمر
کـووت درتـر یکرولیم200حجـم درسـلول عدد1062تعدادشد.

مقـــدارســـپس.شـــدختـــهیرشـــنیالکتروپوردســـتگاهژهیـــو4/0
نی ـابـه ،یینهـا بی ـنوترکوکتـور ازتـر یکرولیمهـر درنانوگرم600

يسـاز نهیبهطیشرابایکیالکترپالسشد.اضافهیسلولونیسوسپانس
وشـد دادههـا سـلول بـه کروفـاراد یم400وولـت لـو یک174/0شده

ــلول ــاس ــلهه ــهبلافاص ــدتب ــهیدق2م ــيروق ــاخی ــه4ي(دم درج
درشـده تیالکتروپوريهاسلولسپس.شدنددادهقرارگراد)یسانت

وFBSدرصـد 10همـراه بـه RPMIطیمح ـيحـاو کشـت فلاسک
ازيریجلـوگ ي(بـرا نیس ـیاسترپتوماونیلیس ـین ـپيهـا کیوتیبیآنت

ــودگ ــباکتریآل ــدنددادهکشــت)ییای ــهوش ــاعت6مــدتب درس
دادهقـرار درصـد  CO25وگـراد یدرجه سانت37يدماباانکوباتور

کروگرمیم100مقدارکشتيهافلاسکازکیهربهسپسشدند.
یانتخـاب مارکرومقاومت(ژنسنینئوماکیوتیبیآنتتریلیلیمهردر

درگریدساعت72مدتبههاسلولوشداضافه)یوتیوکاریوکتور
يبـرا شـن) ی(الکتروپورفـوق مراحلتمامشدند. ينگهدارانکوباتور

گرفتـه نظـر درشـاهد عنوانبهکهCHOيهاسلولازيگریديسر
شـاهد، گروهيهاسلولبهکهتفاوتنیاباشدانجامزین؛بودندشده

د.ینگرداضافهDNAچیه
انجـام شـد.  SDS-PAGEروشهبنیپروتئانیب:SDS-PAGEانجام

کمـک بـه شـاهد گروهيهاسلولوشدهترانسفرمCHOيهاسلول
ــهنـــگیپتیپ ــورتبـ ــصـ ــلولونیسوسپانسـ ــدندآوردهدریسـ وشـ

PBSحاصـل یسـلول رسـوب بـه سـپس د.یردگانجاميریگرسوب

بـا هـا سـلول بعدمرحلهدرد.یگردحلPBSدررسوبوشداضافه
ســپس شــدند. یمتلاشـ ـکــاملاً انجمــاد وذوبروشازاســتفاده

بلــــــویکوماســــ ـبــــــاژليزیــــ ـآمرنــــــگوالکتروفـــــورز 
(Coomassie Blue)شد.انجام

منظـور بـه : RT-PCRروشبـه CHOيهـا سـلول درleoAژنانیب
ــ ــبیبررسـ ــانیـ ــتمیسدرleoAژنیاختصاصـ ــاریسـ از،یوتیوکـ
ــاشــدهترانســفرمCHOيهــاســلول ــورب وpEGFP-C2-leoAوکت
تی ـکازاسـتفاده بـا ب)ی ـنوترکوکتـور (فاقدشاهدگروهيهاسلول

)Qiagen, USA(،ــتخراج ــامRNAاس ــد.انج ــفیکش ــتوتی غلظ
RNAــا ــيهـــ ــدهصیتخلـــ ــاشـــ ــتفادهبـــ ــانودراپازاســـ نـــ

)ND-1000 PeqLab(هی ـتهيبـرا گرفت.قراریابیارزموردcDNA

واکنششد.استفادهکایآمرساختکیفینتیترموساشرکتتیکاز
PCRيروcDNAیاختصاص ـيمرهـا یپراازاستفادهباحاصليها

د.یگردانجاميهلیکوباکترپیلورleoAژن
هایافته

 ـتکث ازحاصـل جینتـا : يهلیکوبـاکترپیلور leoAژنيجداسـاز وری
قطعــهدهنــدهنشــانآگــارزژليروPCRمحصــولاتالکتروفــورز

(شـکل بـود يهلیکوباکترپیلورleoAژنبهمربوطيبازجفت1758

مقـدار الکتروفـورز وژلازPCRمحصـولات صیتخل ـنیهمچن).2
تیــفیکدهنــدهنشــانآگــارز،ژليروتر)یمــاکرول3(آنازیانــدک

بود.يسازکلونبرايمحصولنیامناسب
بـه PCRمحصـول يسازکلون: نگیکلونسابوT/Aيسازکلون

T/Aروش cloningوکتوردرpTZ،ازياهمسـانه جـاد یامنظـور به
يهـا تسـت د.یگردpTZ-leoAیژنسازوارهدیتولموجب،leoAژن

شـامل leoAژنيسـاز همسـانه صـحت مـورد دررفتهکاربهيتایید
PCRواکنشکهبودیمیآنزهضموPCRيادیزدرصد؛دادنشان

نیهمچن ـهسـتند. pTZ-leoAسـازواره واجـد حاصـل، يهاکلوناز
يروبـــرKpnIوSacIIيهــا میآنـــزبــا دوگانـــهیمـ ـیآنزهضــم 
مربـوط يبـاز جفـت 1758قطعهحضورشده،صیتخليدهایپلاسم

داد.نشانراpTZوکتوردرleoAژنبه
بـه منجرpEGFP-C2یانیبدیپلاسمدرleoAژننگیکلونساب

صـحت تاییـد د.ی ـگردpEGFP-C2-leoAبی ـنوترکوکتورلیتشک
انجامیتوالنییتعویمیآنزهضم،PCRروشسهبهنگیکلونساب
ــد. ــداش ــاابت ــایپراب ــيمره ــايروleoAژنیاختصاص يوکتوره
بانـد لیتشکوشدانجامPCRواکنشpEGFP-C2-leoAبینوترک
دهنـده نشـان ؛شـده PCRيهانمونهازکیهردريبازجفت1758

یم ـیآنزهضـم ازحاصـل جینتانیهمچنبود.نگیکلونسابصحت
ــور ــبوکت ــنوترکیانی ــpEGFP-C2-leoAبی ــزدواب وKpnIمیآن

SacIIالکتروفــورز ازپــسیعنــیشــد.قطعــهدولیتشــکســبب
4735اندازهبهقطعهکیآگارز،ژليرویمیآنزهضممحصولات

1758انـدازه بهقطعهکیوpEGFP-C2وکتوربهمربوطبازجفت
یتـوال نیـی تع).3(شـکل شـد همشـاهد leoAژنبهمربوطبازجفت

يسـاز کلـون صـحت دهنـده نشانpEGFP-C2-leoAیینهاسازواره
کـه يطـور بـه بـود. نظـر موردیوتیوکارییانیبوکتوردرleoAژن
بانـک درژننی ـاازموجوديهایتوالباآمدهدستبهیتوالسهیمقا
درریی ـتغگونـه هـر وجـود عدمویتوالصحت)NCBI(یجهانژن
کرد.اثباتراشدهکلونیتوال

ــنیالکتروپور ــبوشـ ــرا: ژننایـ ــاليبـ ــازوارهانتقـ ــاسـ یینهـ
pEGFP-C2-leoAيهاسلولبهCHOبهـره شنیالکتروپورروشاز

کشـت نیس ـینئوماکیوتیبیآنتحضوردرهاسلولسپس .شدگرفته
ــدند.داده ــدش ــلولرش ــاس ــدره ــتطیمح ــاوکش ــینئومايح نیس
اسـت. يجـانور يهـا سـلول نی ـابـه یینهـا وکتورانتقالدهندهنشان

وکتــور(فاقــدشــاهدگــروهيهــاســلولکشــتطیمحــدرنیهمچنــ
pEGFP-C2-leoA(یسـلول ری ـتکثورشدچیهنیسینئوماحضوردر

ــد.مشــاهده ــلاعصــارهنش ــیســلولزی ــاســلولازل حاص CHOيه

قـرار یابی ـارزمـورد leoAژنانی ـبیبررس ـمنظـور بـه شـده ترانسفرم
نی ـاونینس ـسوسپاالکتروفـورز ازآمـده دسـت هب ـيهـا افتـه ی.گرفت
بلویکوماســبــاآنيزیــآمرنــگوSDS-PAGEژليروهــاســلول
ــان ــدهنش ــبدهن ــقانی ــاکترپیلورleoAژنموف ــتمیسدريهلیکوب س
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ک درصدیز ژل آگاريروPCRبه روش leoAر ژن یتکث: 2شکل 
M 1: مارکرKbنمونه ی: کنترل منف1شر، یساخت شرکت ترموف)
PCR بدونDNAمربوط يجفت باز1758: باند 3و 2يها)، شماره

leoAر ژن یبه تکث

pEGFP-C2-leoAییسازواره نهایمینزهضم آ: 3شکل

KpnIو SacIIم یبا دو آنز

: باند 4تا2يهاشر، شمارهیشرکت ترموف1Kb: مارکر 1شماره 
4735تر به اندازه جفت باز و باند بزرگ1758تر با اندازه کوچک

pEGFP-C2و وکتور leoAب مربوط به ژن یجفت باز به ترت

leoAان ژن یجه بی: نت4شکل 

لودالتونیک64يدیپپتیل باند پلیو تشک

ــاری ــود.یوتیوک ــولب ــیپروتئمحص ــلین ــهleoAژنازحاص وزنب
شــدهدادهنشــان4شــکلدرSDS-PAGEانجــامبــالودالتــونیک64

.است
ي تاییـد  بـرا RT-PCRی اختصاص ـواکنشانجامازحاصلجینتا

ازپـس کـه ي طـور بـه بود.مثبتCHOي هاسلولدرleoAژنانیب

ي بـردار رونوشـت واکـنش ازحاصـل ي هاcDNAي روPCRانجام
ژنحامـل بی ـنوترکوکتورکنندهافتیدري هاسلولي برامعکوس

امـا ؛ شـد لیتشـک leoAژنبـه مربوطي بازجفت1758باندهدف،
نبـود. مثبـت ب،ی ـنوترکوکتـور فاقدي هاسلولي براشیآزمانیهم
CHOي هـا سـلول درleoAژنموفـق انی ـبدی ـموشیآزمانیاجینتا

است.
بحث

بـا بی ـنوترکسـازواره جـاد یامنظـور بـه leoAژنن مطالعـه  یدر ا
گرفتقراراستفادهموردی ژنواکسنمناسبي دایکاندجادیاهدف

اســتفادههــاســلولکــردنترانســفرميبــراشـن یالکتروپورروشازو
نیادرمطلوبجینتاکسبي راستادرشدهانجامي هاروشد.یگرد
ن است.یمحققازي اریبستوسطرفتهکاربهي هاروشمطابقق،یتحق

بـه هـا ژنانتقـال يبرایمختلفيهاروشازمختلفقاتیتحقدر
بهتوانیمهاروشنیاجملهازاست.شدهاستفادهيادیبنيهاسلول

يوکتورهـا ازاستفادهوشنیالکتروپورنجکشن،یکروایمپوفکشن،یل
خودبهمربوطبیمعاوایمزاواجدکدامهرکهکرداشارهیروسیو

بـه نسـبت وتـر آسـان تـر، نهیهزکم،یروسیرویغانتقالروشهستند.
).17و12است (ترمنیایروسیويهاروش

مبـتلا مـاران یبيبـرا آنهانیترمهمازیکیاستممکنleoAژن
پاسـخ یب ـيهـا پرسـش یول ـ؛باشـد مـزمن تیگاسترومعدهزخمبه

و1999Michettiســـالدردارد.وجـــودآنمـــورددرياریبســـ
بیـــــنوترکآزاورهبـــــایخـــــوراکونیناســـــیواکسهمکـــــاران

ــاکترپیلوربــهآلــودهبزرگســالاندريکترپیلورهلیکوبــا رايهلیکوب
تیسـم علـت بهونیناسیواکسافتندیدرآنهادادند.قراریبررسمورد

LTدرتوجـه قابـل کـاهش وجـود بـا وشـود یماسهالجادیاباعث
معـده التهـاب کـاهش وکردنکنشهیرسبب درمعده،يسازیکلون

.)18(شودینم
بی ـنوترکHpaAواکسـن تیکفاهمکارانوSuttonدر مطالعه 

يبـاکتر ونیزاس ـیکلونکاهشک بهیلاکتیپروفيسازمنیاویابیارز
ــوشدر ــام ــرQSوBALA/cيه ــد منج ــه ).19(ش وShiدر مطالع

بــهUreBرواحــدیزیاصــليهــاتــوپیاپــیمعرفــضــمنهمکــاران
حیتلقه شددادنشانU229-244وU546-561،U237-251صورت

ادجوانـت همراههاتوپیاپنیايحاویمصنوعيدهایپپتيرجلدیز
Tيهـا پاسـخ شـدن ختـه یبرانگموجـب موشبهفروند CD4+هی ـعل

اسـتفاده بینوترکصورتبهنیپروتئازآنهاشود.یميباکترآزاوره
تـر يکاربردوترنهیهزکمیمصنوعيدهایپپتباسهیمقادرکهکردند
یــی زایمنـ ـیاهمکــارانوMalfertheinerدر مطالعــه  ).20(اســت

ــن ــوترکواکس ــهیبین ــاملک ــاNAPوvacA،cagAش ــتب ادجوان
شـد يری ـگجهیو نتیابیارزسالمافراددر؛بودومینیآلومدیدروکسیه
ويبـاد یآنت ـيهاپاسخيالقابهمنجروبودهمنیااریبسواکسننیا

يرون و همکـارا یخـان یمطالعـه حـاج  .)21(شـود یم ـTيهاسلول

bp2000
bp1500
bp1000

bp1750

321

کیلو دالتون64



97/دکتر عباس دوستیونغمه میرابوالقاسمی

)64پیدر(پی4شماره/19دوره/1396زمستان /گرگانپزشکیعلومدانشگاهعلمیمجله

کـه دادنشـان جینتـا شد.انجامhpaAوureB332کدکنندهيهاژن
HpaA-UreBماننـد یژن ـیچندآنتيهاواکسندرHpaAازاستفاده

نیهمچنداشت.خواهديشتریباثرییتنهابهآناستفادهباسهیمقادر
،HpaAبیــنوترکنیپــروتئســههــريروعیســرآزاورهآزمــون

UreB332شـد  يری ـگجـه ینتوشدانجامآنهابیترکوUreB332و
تاییـد برعلاوهکهاستيآزاورهتیفعالواجدHpaAباآنبیترک

ــاط ــفعالارتب ــايآزاورهتی ــزب ــدری ــد،Bواح ــدهتایی ــودکنن وج
يهــانیپــروتئدریمــیآنزتیــفعالبــروزيبــرامناســبيســاختارها

).11(استشدهدیتولبینوترک
hpaAژنانیــبوکلــونهمکــارانوهیــرایپنجــاردر مطالعــه 

ــاکترپیلور ــیاشردريهلیکوبـ ــارزیکلـــایشـ ــد.یابیـ ازپـــسشـ
ــیونستران ــان،فورماس ــروتئینبی ــاHpaAپ ــتب ــايغلظ ــفه مختل

ــل ــوایزوپروپیــ ــاتیــ ــدديبتــ ــا(IPTG)گالاکتوزیــ ــاوالقــ بــ
SDS-PAGEــایی ــد.شناس ــیگردی ــیایمن ــروتئینزای ــاrHpaAپ ب

هـاي ژنآنتـی علیـه خرگوشـی کلونـال پلـی ايهباديآنتیازاستفاده
جینتـا .شدتعیینبلاتینگوسترنآزمونباپیلوريهلیکوباکترکامل
خـود ازراقبـولی قابلزاییایمنیHpaAنوترکیبپروتئیندادنشان
HpaAنظیـر نوترکیـب اختصاصیهايپروتئینتولیدودهدیمنشان

واکســــنســــاختبــــرايمناســــبیوجــــایگزیناســــتراتژي
منظـور بـه همکـاران وLiu). در مطالعه 22(است هلیکوباکترپیلوري

يهـا ژنیآنت ـعنوانبهureBوvacA،cagAژنسهواکسن،یطراح
هـا، ژنیآنت ـانی ـبدرلیتسـه منظـور بـه ه شـدند. گرفتنظردردیکاند
ازوشـد انتخـاب وژنیفنیپروتئساختيبراژنیآنتهرازياقطعه

Salmonellaشـده فیضـع دهزندیپلاسم typhimurium انی ـبيبـرا

نشـان جینتاد.یگرداستفاده)CVUيریقرارگبی(ترتوژنیفنیپروتئ
ــیکلونیتـــوجهقابـــلطـــوربـــهنظـــرمـــوردواکســـنداد ونیزاسـ

دهـد یمکاهشعفونتبهآلودهيهاموشدررا يهلیکوباکترپیلور
يیکوبـاکترپیلور هلSS1واکسنهمکارانوGongدر مطالعه ).23(

د کـه  یگرديریجه گیده شد و نتبرکاربهتوزانیکادجوانتباهمراه
بـوده و  مـؤثر وخوبوباسمیتیحمااثرهمانندتوزانیکیتیحمااثر
هی ـعلیژن ـيهـا واکسنکناردرادجوانتعنوانبهتواندیمتوزانیک
).24(ابدیگسترشيلوریپکوباکتریهل

گیرينتیجه
دريزی ـآمتیموفقطوربهleoAژنمطالعه نشان داد که ن یج اینتا
شـد. کلونسابpEGFP-C2یانیبحاملدرز ینوکلونpTZحامل
ین ـیپروتئانی ـببـه قـادر leoAژنکهدادنشانSDS-PAGEیبررس

درشـده دی ـتولسازوارهکهرسدیمنظربهلذااست.یدالتونلویک64
یژن ـواکسـن يبـرا یمناسـب يدای ـاندکعنوانبهتواندیممطالعهنیا

رد.یگقراراستفادهموردندهیآمطالعاتدريهلیکوباکترپیلورهیعل
قدردانیوتشکر

)95/د/284شـــــماره (نامـــــهانیـــــپاحاصـــــل مقالـــــهنیـــــا
در رشـته ارشدیکارشناساخذ درجهيبرایرابوالقاسمیخانم نغمه م

واحـد شـهرکرد   یه دانشگاه آزاد اسـلام یاز دانشکده علوم پاکیژنت
ــد ــود. ب ــوژیببخــشهمکــارانله از یوســنیب آزاددانشــگاهيوتکنول

ويگـرد چهـل محمـد انی ـآقاخصـوص هب ـشهرکرد،واحدیاسلام
مانهیصـم ؛نمودنـد يارین مطالعه یانجام اراماکهيریکبدرضایحم
م.یینمایمتشکروریتقد
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_______________________________________________________________________________________________

Abstract
Background and Objective: Helicobacter pylori infection is one of the most common chronic bacterial
infections all over the world, particularly in the developing countries. LeoA gene plays an important
role in pathogenesis, and the main role of this gene is to increase the bacterial toxin secretion. This
study was conducted to isolate and clone the leoA gene in a pEGFP-C2 expression vector and
evaluate its expression in eukaryotic system.

Methods: In this laboratory study, the leoA gene was amplified from the standard strain of
Helicobacter pylori genome (ATCC 43504) by PCR method. It was then inserted into the pTZ vector
by cloning T/A. Sub cloning of this gene was performed in a pEGFP-C2 expression vector with a
ligase enzyme. The final structure of pEGFP-C2-leoA was transformed by electroporation in CHO
(Chinese hamster ovary) cells and the expression of the leoA gene was evaluated by SDS-PAGE and
RT-PCR.

Results: The results of PCR indicated that the 1758 bp fragment was amplified from the leoA gene.
Cloning of this gene was performed successfully in pTZ and pEGFP-C2 vectors, respectively. The
enzyme digestion with two KpnI and SacII enzymes, as well as sequencing, confirmed the accuracy
of gene cloning. The observation of the protein product of the leoA gene in CHO cells indicated the
successful expression of the LeoA gene in the eukaryotic system of Helicobacter pylori.

Conclusion: The final construct of pEGFP-C2-leoA had a successful expression of the leoA gene in
animal cells.

Keywords: Helicobacter pylori, LeoA gene, Electroporation, Recombinant vaccine
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