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ABSTRACT

Background & Objectives: hcpD gene in Helicobacter pylori is a member of cysteine-rich
proteins family which triggers the host's immune system and antibody production. H. pylori
is found in human's stomach and causes digestive diseases such as duodenal ulcer, chronic
gastritis and stomach cancer. The objectives of this study were to isolate, amplify and clone
H. pylori's hcpD gene in pcDNA3.1 (-) vector and to study its expression in eukaryotic
system.
Methods: H. pylori genomic DNA was isolated by extraction kit. The hcpD gene was
amplified using PCR reaction and then purified from gel, followed by pTZ cloning.
Subcloning of hcpD was performed in pcDNA3.1 (-) eukaryotic expression vector. The
accuracy of cloning steps was investigated through PCR, enzymatic digestion by BamHI and
EcoRV enzymes, and sequencing, respectively. Transfer of expression construct into CHO
cells was done by electroporation. The gene expression in these cells was analyzed using RT-
PCR and SDS-PAGE.
Results: PCR results showed amplification of a 933bp segment related to hcpD gene.
Successful cloning of the gene in pTZ vector and construction of pTZ-hcpD recombinant
vector were achieved. Enzymatic digestion and sequencing confirmed the correctness of
subcloning and creation of pcDNA3.1 (-)-hcpD construct. hcpD was expressed in eukaryotic
system, and its protein product was observed on SDS-PAGE gel.
Conclusion: pTZ-hcpD construct can be used as a source of H. pylori's hcpD gene for future
research, like production of recombinant protein and vaccine in different systems.
Furthermore, successful expression of the gene using pcDNA3.1 (-)-hcpD in CHO animal
cells shows the potential of vector as a gene vaccine against H. pylori.
Keywords: hcpD Gene; Helicobacter pylori; Electroporation; Gene Expression.
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قدمهم
ــت  ــوري عفون ــاکتر پیل ــرین   هلیکوب ــایع ت ــی از ش یک
ــت ــت.    عفون ــان اس ــایی در انس ــزمن باکتری ــاي م ه

یک باکتري گـرم منفـی، مـارپیچی    هلیکوباکتر پیلوري

شـی از آن گسـترش جهـانی    شکل است که عفونـت نا 
دارد. این باکتري به صورت بسیار موفق به زندگی در 

سازش یافتـه، بـه طـوري کـه نیمـی از      هاانسانه معد
مردم دنیا به این باکتري آلوده گشته اند. این باکتري 

چکیده
است. باکتر پیلوريهلیکوخانواده پروتئین هاي غنی از سیستئین ن یکی از ژن هاي کد کنندهبه عنواhcpDژن زمینه و هدف: 

مسـتقر در معـده   هلیکوباکتر پیلوريگردند. ها سبب تحریک سیستم ایمنی میزبان و تولید آنتی بادي میاین دسته از پروتئین
شود. هدف از این مطالعـه، تکثیـر،   هاي گوارشی نظیر: زخم دوازدهه، گاستریت مزمن و سرطان معده میانسان سبب بیماري

و بررسی بیان آن در سیسـتم یوکـاریوتی   (-)pcDNA3.1وکتور در هلیکوباکتر پیلوريhcpDزي ژن جداسازي و همسانه سا
است. 

ژن تخلیص شد. سپسDNAبا استفاده از کیت استخراج هلیکوباکتر پیلوريژنومی از DNAدر این مطالعه تجربی، روش کار: 
hcpD به روشPCRي ژل، در وکتور سازي از روتکثیر و ژن مورد نظر پس از خالصpTZ   کلون گردید. سـاب کلونینـگ ژن
hcpD در وکتور بیانی یوکاریوتیpcDNA3.1(-)     انجام شد. صحت مراحل کلون سازي بـه ترتیـب بـا سـه روشPCR  هضـم ،

نهایتاً تعیین توالی مـورد بررسـی قـرار گرفـت. سـازه بیـانی سـاخته شـده توسـط          وEcoRVو BamHIآنزیمی با آنزیم هاي 
آنـالیز  SDS-PAGEو RT-PCRهاي با تکنیکCHOهاي منتقل شد. بیان ژن در سلولCHOهاي یی الکتریکی به سلولمنفذزا

شد.
، بـا  pTZژن در وکتور اینسازيکلون. بودhcpDژنبهمربوطبازيجفت933قطعهتکثیردهندهنشانPCRنتایجیافته ها: 

بدست آمد. هضم آنزیمی و تعیین توالی، موید درستی ساب کلونینگ ژن و pTZ-hcpDموفقیت انجام شد و پلاسمید نوترکیب 
در سیستم یوکاریوتی انجام و محصول پروتئینی ایـن ژن روي  hcpDاست. بیان ژن pcDNA3.1(-)-hcpDایجاد سازواره نهایی 

مشاهده شد. SDS-PAGEژل 
براي تحقیقات آینده نظیر تولیـد پـروتئین   کوباکتر پیلوريهلیchpDبه عنوان منبعی از ژن pTZ-hcpDسازواره نتیجه گیري: 

بـا کمـک وکتـور    hcpDباشـد. از طـرف دیگـر، بیـان موفـق ژن      نوترکیب و ایجاد واکسن نوترکیب در سیستم هاي مختلف می
علیـه  دهنده پتانسیل این وکتور به عنوان واکسن نوترکیب ، نشانCHOهاي جانوري در سلولpcDNA3.1(-)-hcpDنوترکیب 

می باشد.هلیکوباکتر پیلوري
زایی الکتریکی، بیان ژن، منفذهلیکوباکتر پیلوري، hcpDژن کلیدي: ه هايواژ
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ي معـده و  هـا عامل اصلی التهاب مـزمن معـده، زخـم   
دوازدهه، به علاوه یکی از عوامل بروز سرطان معـده  

. در حال حاضر اولین خـط درمـان   ]1،2[لنفوما است و
دارویـی بـه مـدت هفـت روز     3این بـاکتري، درمـان   

ز یـک ترکیـب   است. به طور معمول براي درمان آن ا
ي پمپ پروتون ماننـد  هاکنندهضد اسید از دسته مهار

ه امپـــرازول، لانزوپـــرازول، پنتـــوپرازول و یـــا دســـت
ین، سـایمتیدین،  ماننـد رانیتیـد  H2ي هاکنندهممانعت

فوماتیدین و روکساتیدین همراه بـا یـک یـا دو آنتـی     
ــا     ــیلین و ی ــی س ــین، آموکس ــک (کلاریترومایس بیوتی

ــی  ــتفاده م ــدازول) اس ــودمیترونی ــن روش ]3[ش . ای
هلیکوبـاکتر  ي شـایع  هات سویهمدرمانی به دلیل مقاو

، بـروز  هـا بـه طیـف وسـیعی از آنتـی بیوتیـک     پیلوري
ي غیـر فعـال و   هـا ر بر شـکل عفونت مجدد، عدم تاثی

. بهترین راه جلـوگیري  ]4[هزینه بالا محدودیت دارد 
، واکسیناسـیون اسـت. تـا کنـون تحقیقـات      هااز عفونت

زیــادي در زمینــه دســتیابی بــه واکســنی مــوثر علیــه 
هلیکوبــاکتر پیلــوري انجــام شــده اســت. نمونــه اي از 

که در این راستا مورد مطالعه قـرار گرفتـه   هاواکسن
د، شامل کل سلول (کشـته شـده یـا ضـعیف شـده)،      ان

ي ژنـی هـا ي زیر واحدي نوترکیب و واکسنهاواکسن
ي نوترکیـب  هـا . اگرچـه تولیـد پـروتئن   ]5[باشند می

ي طبیعی مقرون به صرفه است و هانسبت به پروتئین
و واکسـن اسـتفاده  هـا از آنها براي تولید آنتـی بـادي  

ي نوترکیـب از  هاشود؛ اما تولید و تخلیص پروتئینمی
باشـد  هـا مـی  جمله مراحل پر هزینه، تولید آنتی بادي

ي وابسـته بـه   هـا . به همین علت استفاده از واکسن]6[
DNAتوانـد سـبب کـاهش چشـمگیري در چنـین      می

ي اخیـر، بسـیاري از   هـا . در سال]7[یی شود هافرآیند
در برابــر DNAي هــاماننــد واکســن هــاواکســن

DNAابداع شده انـد. واکسـن  ي بیماري زاهاباکتري

یــک نــوع واکســن اســت کــه بــا تولیــد آن بــه روش  
مهندسی ژنتیک و تزریق آن به موجود زنـده، باعـث   

توانـد در  مـی شود. این واکسـن میي ایمنیهاواکنش
ي ناشی از عوامل بیماري زاي مختلـف  هابرابر بیماري

و حتـی  هـا و تک یاختـه اي ها، ویروسهامانند باکتري
بـا منشـاء ژنتیکـی مـورد     هاو بیماريهاسرطانبراي

ي حیوانی مشاهده ها. در مدل]8[قرار گیرند استفاده
باعـث ایجـاد   DNAشده که واکسیناسیون به وسـیله  

. ]9[شـود  مـی ایمنی علیه بسـیاري از عوامـل عفـونی   
کـه در  پیلـوري هلیکوبـاکتر چندین ژن بیمـاریزایی از  

شــده اســت. شــدت عفونــت نقــش دارنــد، شناســایی 
از مهمتـرین فاکتورهـاي   PAIیـا  1جزیره بیمـاریزایی 

cagAباشـد. همچنـین ژن   میبیماریزایی این باکتري

قرار دارد. آنتی ژنی Cagدر انتهاي جزیره بیماریزایی 
اسـت کـه بـا آسـیب بـه      VacAدیگر از این بـاکتري،  

ي اپی تلیال دسـتگاه گـوارش میزبـان مـرتبط     هاسلول
متعلق بـه خـانواده   HP0160 (hcpD). ژن ]10[است 

HCPیـا  2غنی از سیستئینهايهلیکوباکتر و پروتئین

است که عملکرد آن در محـیط داخـل بـدن موجـود     
زنده هنوز ناشناخته اسـت. اخیـرا بـا تجزیـه و تحلیـل      

ــوري  ــاختار بل ــروتئین  HP0336س ــاختمان پ HCPس

تصویرسازي شد؛ کـه بانـدینگ پنـی سـیلین فعـال در      
hcpA ،hcpB و همچنین ژنhcpD  نشان داده شـده
HCP. مطالعـات نشـان داده کـه پـروتئین     ]11[است 

باشـد و از ایـن   مـی هلیکوباکتر پیلـوري خاص باکتري 
تـوان بـا سـنجش    مـی جهـت حـائز اهمیـت اسـت کـه     

ــروتئین  ــوژیکی پـ ــی از HCPایمونولـ ــت ناشـ ، عفونـ
. بـا بررسـی   ]12[را تشـخیص داد  پیلـوري هلیکوباکتر

ي هـا تـوان گـروه  مـی HCPي هـا بـادي میـزان آنتـی  
مثبـت را  هلیکوبـاکتر پیلـوري  مختلف بیماران مبتلا به 

ــا توجــه بــه اینکــه ]13[شناســایی و مشــخص کــرد  . ب
قـادر بـه تحریـک سیسـتم ایمنـی      hcpDمحصول ژن 

باشد، لذا این مطالعـه بـه منظـور تکثیـر و     میمیزبان
ــازي ژن  ــوم hcpDجداس ــوري از ژن ــاکتر پیل هلیکوب

ی شد. همچنین کلون سازي ایـن ژن در وکتـور   طراح
CHOي هـا مناسب بیانی و بررسی بیان آن در سلول

1 Pathogenicity Island
2 Cysteine rich proteins
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مستر چینی)، به منظور تولید واکسن ژنـی  ها(تخمدان
انجام شد.هلیکوباکتر پیلوريعلیه 

روش کار
ي پروکاریوتی و یوکاریوتیهامواد، ناقلین ژن و سلول

ــل     ــی، حام ــه تجرب ــن مطالع از (-)pcDNA3.1در ای
ــرکت  ــاکتري   Invitrogenش ــد و ب ــه ش ــا تهی آمریک

ATCC(43504)اسـتاندارد  ه سویهلیکوباکتر پیلوري

از بخش میکروبیولوژي انستیتو پاستور ایران و باکتري 
از مرکــز تحقیقــات  TOP10Fه اشرشــیاکلاي ســوی 

بیوتکنولوژي دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد تهیه 
ن ایــران خریــداري شــدند. آگــارز از شــرکت ســیناژ

ي آمپی سیلین و نئومایسـین از  هاگردید. آنتی بیوتیک
آلمان خریداري شدند. کیت استخراج Merckشرکت 

DNA  ــیص ــت تخل ــومی، از شــرکت ســیناژن و کی ژن
DNA   ــرکت ــمید از ش ــتخراج پلاس ــت اس از ژل و کی

BioNeer    .کــره جنــوبی خریــداري شــدندT/A

Cloning Kitا خریـداري  از شرکت ترموفیشر آمریک
ــده در ژل    ــتفاده ش ــیمیایی اس ــواد ش ــد. م -SDSش

PAGE1 از شرکتSigma-Aldrich  و محیط کشـت
LB-Broth وLB-Agar از شـــرکتMerck آلمـــان

خریداري شدند.
هلیکوباکتر پیلوريژنومی از باکتري DNAاستخراج 

، خـاص بـاکتري   hcpDبا توجه به اینکه ژن مورد نظر 
بنابراین بـراي دسترسـی بـه    است؛ هلیکوباکتر پیلوري

ژنـومی ایـن   DNAژن مورد نظر نیـاز بـه اسـتخراج    
باشـد کـه بـا اسـتفاده از کیـت اسـتخراج       مـی باکتري
DNA 5/1، انجام شد. محصول استخراج در ژل آگارز

درصد افقی آنالیز شد. 
T/Aساخت سازه ژنی 

واکـنش زنجیـره اي پلـی    ژن مورد نظر توسط تکنیک
زي و تکثیر شد. جفت پرایمرهاي جداساPCR٢امراز ی

1 Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis
2 Polymerase Chain Reaction

طراحـی  Gene runnerاختصاصی با کمک نـرم افـزار   
FM991728با شماره ثبـت  3hcpشدند که توالی ژن 

گرفته شـد. پرایمرهـاي اختصاصـی    از بانک ژن جهانی
طراحی شده عبارت بودند از: 

hcpD-Forward: 5’-AAAGATATCATGAT
AAGAATTGGACTAAAAAG-3’و hcpD-
reverse: 5’-ATTGGATCCTTATTGCGTA
TCATCTTGCGTGTC-3’
به منظور سهولت کلون سازي و یا خـارج سـاختن ژن   
مورد نظر از یک وکتور و کلون سازي مجـدد آن در  

پریم پرایمرهاي -5وکتورهاي متفاوت دیگر در انتهاي 
طراحی شده، سایت برش آنزیمی در نظر گرفته شد؛ 

هاي رفت و ایمرپریم هر یک از پر-5به طوري که در 
و EcoRVهـاي  برگشت به ترتیب سایت برش آنزیم

BamHI  ،ــا ــوالی پرایمره ــد. در ت ــه ش در نظــر گرفت
نواحیی که زیر آنها خط کشـیده اسـت، جایگـاه بـرش     

میکرولیتـر  25در حجـم  PCRهستند. تکثیر به روش 
میکرولیتـر از  5/2پیکومـول از هـر پرایمـر،    20حاوي 
بـا غلظـت   dNTP4ولیتر مـاکر PCR 10X ،5/0بـافر  
ماکرولیتر کلرید منیـزیم  75/0میلی مولار، 2/0نهایی 

میکروگــرم 3/0میلــی مــولار، 5/1بــا غلظــت نهــایی 
DNA واحد از آنـزیم  1الگو وDNA مـراز  پلـیTaq

PCRدر دستگاه ترموسـایکلر انجـام شـد. محصـول     5

درصد افقی آنالیز شد و ژن 5/1حاصله در ژل آگارز 
استفاده از کیت، از روي ژل خالص سازي مورد نظر با

، از کیـت همسـانه   T/A6شد. به منظور ساخت سـازه  
، مطابق دستورالعمل hcpDسازي استفاده شد؛ که ژن 

درج گردید. پلاسـمید نوترکیـب   pTZکیت، در حامل 
E.coliهـاي مسـتعد   سـاخته شـده بـه داخـل سـلول     

Top10  ترانسفورم شد و بر روي محیط کشـتLB-

Agar7) میکروگــرم در هــر 50حــاوي آمپــی ســیلین
میلی لیتر) کشت داده شد. تاییـد کلونینـگ ژن مـورد    

3 Helicobacter Cysteine-Rich Protein
4 Deoxynucleotide Triphosphate
5 Taq DNA Polymerase
6 Timin/Adenin
7 Luria Bertani Agar



1396اول، بهار شمارههفدهم، دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی اردبیل50

هـاي محـدودالاثر   نظر توسط آنالیز بـرش بـا آنـزیم   
BamHI وEcoRV .انجام شد ،

)hcpDساب کلونینگ (ساخت سازه بیانی براي ژن 
، (-)pcDNA3.1به وکتور بیـانی hcpDبراي انتقال ژن 
ي محـدودالاثر  هارد نظر توسط آنزیمابتدا وکتور مو

BamHI وEcoRV  بریده شد. برش و جداسـازي ژن
hcpD از وکتورPTZ   ي هـا نیز توسـط همـین آنـزیم

محدودالاثر انجام شد. محصـول هضـم آنزیمـی روي    
ــاوي ژن   ــه ژل ح ــورز شــد و قطع ــارز، الکتروف ژل آگ

hcpDشـرکت کیـت ازبا استفادهBioNeer تخلـیص
وکتــوروhcpDژنبــینتصــالاواکــنش. گردیــد

pcDNA3.1(-)  با استفاده از آنـزیمT4-   لیگـاز انجـام
ي هضـم  هـا بـا روش ، شد. تایید درستی کلـون سـازي  

آنزیمی و تعیین توالی وکتور نوترکیب، بررسی شد. 
CHOکشت سلول 

در سـلول  hcpDدر این تحقیق، براي بررسی بیان ژن 
ــا همــان ســلول تخمــCHOجــانوري، از ســلول  دانی

در CHOي هــااســتفاده شــد. ســلول1مســتر چینــیها
شـوند و سـپس در زمـان    مـی نیتروژن مایع نگهداري

شـوند و مـورد اسـتفاده    مـی مورد نظر مجدداً ذوب
، از مرکــز CHOگیرنــد. کرایوویــال حــاوي مــیقــرار

تحقیقات سـلولی و مولکـولی دانشـگاه علـوم پزشـکی      
شهرکرد در تانک کوچک مخصـوص حمـل ازت مـایع   

يهـا سـلول کـردن دفریـز بـراي . تحویل گرفته شـد 
CHOيهاسلولحاوي، کرایوویالCHO از تانک ازت

گـراد قـرار داده   درجه سانتی37خارج و در بن ماري 
15شد تا به صورت محلول در آیـد. در یـک فـالکون    

میلی لیتر محـیط کشـت   5میلی لیتري استریل، مقدار 
ــاوي RPMIســلول  ــهFBSدرصــد 10ح شــد. ریخت

سپس کرایوویال به زیر هـود منتقـل و سوسپانسـیون    
سلولی به صورت قطره قطره به درون فالکون اضافه 

5به مدت rpm300با هاگردید. فالکون حاوي سلول
دقیقه سانتریفیوژ گردید. محلـول رویـی دور ریختـه    

1 Chinese Hamster Ovary

ها از روي سلولDMSO2شد. هدف از این کار حذف 
لیتــر محــیط تــازه میلــی 2باشــد. ســپس مقــدار مــی

اضافه شـد  هابه رسوب سلولFBS4درصد 10حاوي 
به صورت سوسپانسـیون  هاو به آرامی با پیپتاژ، سلول

در فلاسک کشت به همـراه  هادر آمدند. سپس سلول
و بـا افــزودن  FBSدرصــد 10حـاوي  RPMIمحـیط  

میکروگــرم در هــر میلــی لیتــر از پنــی ســیلین و 100
ــ ــین کش ــاي استرپتومایس ــدند و در دم 37ت داده ش
، انکوبـه و پاسـاژ   CO2درصـد  5درجه سانتی گـراد و  

داده شدند. 
بـه سـلول جـانوري    hcpDترانسفکشن سـازه بیـانی   

CHO
مستر هاCHOبه سلول hcpDبراي انتقال سازه بیانی 

ي هـا چینی، ابتدا استخراج پلاسمید نوترکیـب از سـلول  
اسـتخراج  ، طبـق دسـتور العمـل کیـت    E.coliمستعد 

بـراي  CHOي هـا پلاسمید، انجام شد. غلظـت سـلول  
مـاکرولیتر  400بود؛ که cells/ml106×2ترانسفکشن 

مـاکرولیتر از  50آمـاده شـده بـا    CHOي هااز سلول
)، pcDNA3.1(-)-hcpDسـازه بیـانی (  DNAمحلول 

در شرایط استریل (زیر هود) مخلوط گردید و پس از 
نفذ زایی الکتریکی بـه  مخصوص م4/0انتقال به کووت 

زایی الکتریکـی  دقیقه روي یخ انکوبه شد. منفذ5مدت
ــتگاه  ــرکت  Gene pulser Xcellدر دس ــاخت ش س

BioRad  ــاژ ــاي ولت ــا پارامتره ــت،  174/0ب ــو ول کیل
ي هـا و دو پالس انجـام شـد. سـلول   μF400مقاومت 

الکتروپوریت شـده در فلاسـک کشـت حـاوي محـیط      
RPMI ــراه ــه هم ــد 10ب ــی FBSدرص ــاوي آنت و ح
ي پنی سیلین و استرپتومایسـین کشـت داده   هابیوتیک

ي کلـون  هـا و بیان ژنهاشدند و براي بازیافت سلول
5درجه سانتی گـراد و  37ساعت در 6شده به مدت 

ــک از  CO2درصــد  ــه هــر ی ــه شــدند. ســپس ب ، انکوب
میکروگرم در هر میلـی  100ي کشت مقدار هافلاسک

یسـین (مـارکر انتخـابی بـراي     لیتر آنتی بیوتیـک نئوما 

2 Dimethyl Sulfoxide
3 Roswell Park Memorial Institute Medium
4 Fetal Bovine Serum
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ي ترانسفورم شده با وکتور نوترکیب) اضـافه  هاسلول
درجه 37ساعت در دماي 72به مدت هاشد و سلول

ــرایط    ــراد و در ش ــانتی گ ــد 5س ــه CO2درص انکوب
CHOي هـا لازم بـه ذکـر اسـت از سـلول    گردیدنـد. 

بـه عنـوان کنتـرل    DNAبدون اضافه کردن محلـول  
استفاده شد. منفی در ترانسفکشن 

به روشCHOيهادر سلولhcpDبررسی بیان ژن
RT-PCR

درhcpDژناختصاصــی بیــانارزیــابیبــا هــدف 
RT-PCRآزمایش ترانسفرم شده،CHOي هاسلول

بـا شدهریز منفذ زاییCHOيهاسلولانجام شد. از
وpCDNA3.1(-)-hcpDپلاســــــمید نوترکیــــــب

ازاسـتفاده بـا ) دپلاسمیبدون(کنترلگروهيهاسلول
صـــورت RNAتخلـــیص،)Qiagen, USA(کیـــت

بـا شدهتخلیصيهاRNAغلظتوکیفیت. پذیرفت
ــتفاده ــانودراپازاس ــورد) ND-1000 PeqLab(ن م
کیــتازcDNA1ه تهیــبــراي. گرفــتقــرارارزیــابی
واکـنش . شـد اسـتفاده آمریکـا سـاخت ترمـو شرکت

PCRرويcDNAازاسـتفاده بـا بدست آمـده، يها
.شدانجامhcpDژنه ویژپرایمرهاي

-SDSجهت الکتروفـورز در ژل  هاآماده سازي نمونه

PAGE
در این مرحله از عصاره سلولی که حاوي پروتئین بیان 
شده است، جهت الکتروفورز در ژل استفاده شـد؛ بـه   

شـده  ترانسفورمCHOي هااین ترتیب که ابتدا سلول
تـور نوترکیـب) بـه    ي گروه شاهد (فاقد وکهاو سلول

کمک پیپتاژ به صورت سوسپانسـیون سـلول درآورده   
ي هـا شدند و هر کدام به صورت جداگانه بـه فـالکون  

بــه rpm3000میلــی لیتــري منتقــل و در 15اســتریل 
دقیقه سانتریفوژ گردیدند. محلول رویی دور 3مدت 

PBSمیکرولیتـر  100ریخته شد، بـه رسـوب حاصـله    

د و سوسپانسـیون سـلولی   اضافه شد تا همـوژن گـرد  
میلی لیتـري منتقـل و درب   5/1حاصل به میکروتیوپ 

میلـی  300با پارافیلم محکم بسته شد. مقـدار  هاتیوپ

1 Complementary DNA

ــد  ــزوده گردی ــر اف ــک بش ــر ازت درون ی ــپس ،لیت س
بـار درون ازت بـرده   4تـا  3میکروتیوپ حاوي نمونه 

شد (مرحله فریز) و به صورت متناوب در بـن مـاري   
ی گراد (مرحله ذوب شدن) قـرار داده  درجه سانت37

کـاملاً هـا رود سـلول مـی شد، در ایـن مرحلـه انتظـار   
متلاشی شده باشند. درون میکروتیوپ دیگري مقـدار  

30میکرولیتر از عصاره سلولی به دست آمـده بـا   20
میکرولیتـــر محلـــول لودینـــگ مخلـــوط شـــد. درب 

دقیقـه  10میکروتیوپ با پارافیلم بسته شد و به مدت 
ر بن ماري جوشانده شـد. نمونـه (عصـاره سـلولی)،     د

آماده الکتروفورز است.
آنالیز بیان پروتئین نوترکیب

-SDSتوســط تکنیــک CHOي هــابیــان ژن در ســلول

PAGE .آنـــالیز گردیـــدSDS-PAGE در ژل پلـــی
بـه روش  هادرصد انجام شد و نمونه12اکریل آمید 

 ـ د از رنگ آمیزي کوماسی بلو، رنگ آمیزي شدند. بع
یک ساعت قرار گرفتن ژل در محلول رنگ، رنگ بري 
توسط محلول رنگ بـر (متـانول، اسـید اسـتیک و آب     

مقطر)، تا روشن شدن زمینه ژل ادامه یافت. 

هایافته
ــتخراج  ــاکتري DNAاس ــوري از ب ــاکتر پیل ــا هلیکوب ب

ي تخلیص شده DNAموفقیت انجام شد. الکتروفورز 
ــارز  ــا5/1روي ژل آگ ــد، نش ــت درص ــده کیفی ن دهن

بود. همانطور که در PCRبراي انجام DNAمناسب 
فاقـد هرگونـه   DNAشـود، ایـن   مـی ملاحظه1شکل 

اسـت.  2ستگی و خورد شـدگی بـه صـورت اسـمیر    شک
با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی PCRانجام واکنش 

جفت بازي شد که 933، سبب تشکیل قطعه hcpDژن 
روي ژل PCRصولات باشد. محمیمربوط به این ژن

درصــد الکتروفــورز گردیدنــد کــه نتــایج 5/1آگــارز 
آمــده 2، در شــکل hcpDبــراي ژن PCRحاصــل از 

.است

2 Smear
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ومی تخلیص شده از هلیکوباکتر ژي DNA. تصویر الکتروفورز 1شکل
پیلوري

به روش hcpDالکتروفورز محصولات حاصل از تکثیر ژن ه . نتیج2شکل
PCR

M ه : نشان دهند5و 4، 2، 1ي هات بازي فرمنتاز، شمارهجف100: مارکر
: کنترل منفی 3شماره .hcpDجفت بازي مربوط به ژن 933باند 

).DNAفاقد ه (نمون

.EcoRVو BamHIي محدودالاثر هاتوسط آنزیمpTZ-hcpD. تصویر الگوي برش پلاسمید نوترکیب 3شکل 
M 1: مارکرKbجفت باز به ترتیب مربوط به 2886جفت باز و باند بزرگتر به اندازه 933: باند کوچکتر با اندازه 2و 1ي هاشرکت اینویتروژن، شماره

).Un Cutبریده نشده (pTZ-hcpD: وکتور نوترکیب 3، شماره pTZو وکتورhcpDژن 

صحت کلون سازي ژن هدف در ه دهندنشان3شکل 
باشد به طـوري کـه بـرش آنزیمـی    میpTZوکتور 

ــب  ــور نوترکیـ ــزیمpTZ-hcpDوکتـ ــا آنـ ــابـ ي هـ
ــدودالاثر  ــکیل دو EcoRVو BamHIمح ــبب تش .، س

جفت بازي به ترتیب مربـوط بـه   933و 2886قطعه 
ژن و وکتور شده است. این نتـایج بـا الگـوي قطعـات     

بینی شده مطابقت داشت.پیش
 ـ سـاب کلونینـگ   ه بعد از تایید صحت کلونینگ، مرحل

hcpDمربـوط بـه ژن   PCRانجام شد؛ که محصـول  

کلـون گردیـده   pTZکه در مرحله قبـل در وکتـور   

ي محدودالاثر هابود، توسط استراتژي برش با آنزیم
خارج و به پلاسمید pTZ-hcpDاز پلاسمید نوترکیب 

منتقـل شـد. تاییـد    (-)pcDNA3.1بیانی یوکـاریوتی  
صحت ساب کلونینگ به روش هضم آنزیمی و تعیین 

تایید ساب کلونینگ ژن مورد 4کل توالی انجام شد. ش
، نشـــان(-)pcDNA3.1نظـــر را در وکتـــور بیـــانی 

این برش آنزیمـی، سـبب تشـکیل دو    ه دهد. نتیجمی
شود که به ترتیب میجفت بازي933و 5427قطعه 

hcpDو ژن (-)pcDNA3.1مربوط به وکتور بیـانی  

است.
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.EcoRVو BamHIي هاتوسط آنزیمpCDNA3.1(-)-hcpD. هضم آنزیمی سازواره نهایی 4شکل 
M 1: مارکرKbجفت بازي به ترتیب مربوط به وکتور و ژن 933و 5427: داراي دو باند 2و 1ي هاشرکت اینویتروژن، شمارهhcpD وکتور 3. شماره :

).Un Cutبریده نشده (pCDNA3.1(-)-hcpDنوترکیب 

تعیین توالی مویـد صـحت کلونینـگ ژن کلـون     ه نتیج
ــور   ــده در وکت ــیpCDNA3ش ــی از  م ــد. بخش باش

آورده 5دندروگرام حاصل از تعیین توالی، در شـکل  
شده است. 

و pCDNA3.1(-)-hcpDبعد از تایید وکتـور نهـایی   
بـه روش ریـز منفـذ    CHOي هـا انتقال آن به سلول

و RT-PCRزایـــی، بیـــان ژن هـــدف بـــا دو روش 
بررسی شد. نتایج SDS-PSGEتروفورز روي ژل الک

بـراي  RT-PCRحاصل از انجـام واکـنش اختصاصـی    
ي جـانوري، مثبـت   هـا در سلولhcpDتایید بیان ژن 

رويPCRبــود. بــه طــوري کــه پــس از انجــام      
cDNAــا ــت   ه ــنش رونوش ــده از واک ــت آم ي بدس

ه ي دریافـت کننـد  هـا برداري معکـوس بـراي سـلول   
جفت بازي مربوط بـه ژن  933وکتور نوترکیب، باند 

hcpDي هاتشکیل شد. اما همین آزمایش براي سلول
فاقد وکتور نوترکیب، منفی بود. نتایج ایـن آزمـایش   

CHOي هــادر ســلولhcpDمویــد بیــان موفــق ژن 

باندي بـا وزن  SDS-PAGEباشد. همچنین نتایج می
کیلودالتون را نشان داد کـه بیـانگر بیـان    34مولکولی 
است.hcpDنوترکیب حاصل از ژن پروتئین 

.hcpDتصویر بخشی از دندروگرام حاصل از تعیین توالی ژن .5شکل 



1396اول، بهار شمارههفدهم، دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی اردبیل54

.CHOطرح الکتروفورزي القاء پروتئین نوترکیب تولید شده در سلول .6شکل 
: مارکر3فاقد سازه ژنی، شماره CHO: سلول 2: پروتئین نوترکیب تولید شده، شماره 1شماره 

بحث
بـه عنـوان میزبـان    CHOي هـا ر این مطالعه سلولد

در نظــر hcpDمناســب بــراي کلونینــگ و بیــان ژن 
توان میگرفته شد و پروتئین نوترکیب تولید گردید.

در hcpDاز پروتئین نوترکیب بـه دسـت آمـده ژن    
در hcpDاین تحقیق، جهت تشخیص آنتی بادي ضـد  

تولیـد  و هلیکوبـاکتر پیلـوري  افراد مبتلا بـه عفونـت   
واکسن ژنی استفاده نمود. راههاي درمانی که تاکنون 

هلیکوباکتر پیلوريبراي از بین بردن عفونت ناشی از 
به کار گرفته شده به دلایل مختلف، نتیجـه مطلـوبی   

ي درمـانی؛  هـا نداشته اند. براي عدم استفاده از رژیم
ــی    ــت آنت ــداد مقاوم ــه روی ــددي از جمل ــل متع دلای

ت مجدد، عـدم تـاثیر بـر اشـکال     بیوتیکی، بروز عفون
غیرفعال باکتري و هزینـه بـالاي ایـن روش درمـانی     

ــت [   ــده اس ــر ش ــتفاده از   4ذک ــدم اس ــل ع ] و دلای
و هـا ي نوترکیـب در تولیـد آنتـی بـادي    هـا پروتئین

واکســن بــه دلیــل پرهزینــه بــودن مراحــل تولیــد و 
بـوده اسـت. از   ]6[ي نوترکیـب  هـا تخلیص پـروتئین 

ي جایگزین به منظور ورود هاشتلاش براي یافتن رو
DNAي هـا آنتی ژن به داخـل بـدن، تولیـد واکسـن    

ــی ــد.     م ــژه اي برخوردارن ــاه وی ــه از جایگ ــد ک باش
ي اسید نوکلئیکی به علت سهولت در تولیـد  هاواکسن

انبوه پلاسمید نوترکیب در مقایسه با تولید و تخلیص 

پروتئین نوترکیب و نیز افزایش مدت ایمنی به علـت  
مداوم و طولانی مدت آنتـی ژن، سـبب کـاهش    بیان 

هزینه فرآیند ایمن سازي و صرفه اقتصادي در تولید 
شـوند  مـی آنتی بادي اختصاصی علیه آنتی ژن خـاص 

ي ژنی روشی جدید جهت ایجاد ایمنی هاواکسن.]14[
رمـز  DNAباشـند. تزریـق   مـی هاموثر علیه بیماري

نـوع  موجـب بـروز پاسـخ ایمنـی از    هاگذار آنتی ژن
ي ژنـی در  هـا شـود. واکسـن  مـی هومورال و سلولی

داراي مزایایی چـون تولیـد   هامقایسه با سایر واکسن
ساده تر، خالص تر بودن محصـول، ذخیـره سـازي و    

. در حــال حاضــر از ]15[باشــند مــینگهـداري آســان 
خـارجی بـه عنـوان    DNAپلاسمیدهاي حامل قطعات 

ولیـد یـک   . بـراي ت ]14[شـود  مـی ایمونوژن استفاده
نیاز به آنتی ژنـی  هلیکوباکتر پیلوريواکسن موثر بر 

پایدار، حفاظت شده و قوي ضـروري اسـت. در ایـن    
، BabAي مختلفـی چـون   هـا زمینه بر روي آنتـی ژن 

Hsp ،HpaA ،VacA ،CagA ،Urease ،FlaA ،FlaB

ــت   ــه اس ــورت گرفت ــاتی ص ــس از ]16[و ... مطالع . پ
صی کلون شده شناسایی، ژن مناسب به وکتور مخصو

و سپس مواد ارزیـابی در کشـت سـلولی و حیوانـات     
آزمایشگاهی از نظر تولید آنتـی ژن و القـاء سیسـتم    
ایمنی هومورال و تولید آنتی بـادي و ایمنـی سـلولی   

ــی ژنhcpDشــود. ژن مــی ــر از آنت ــی دیگ ــا، یک ي ه

٣٢١



55عفت اسلامی و همکاران ...کلونینگ و بررسی بیان ژن

باشد. مطالعات میهلیکوباکتر پیلوريشده در شناخته
انجـام شـده؛ کـه در    HCPن مختلفی درباره پـروتئی 

کنـیم کـه هـدف از    مـی اینجا به برخی از آنهـا اشـاره  
نتایج مطالعاتی که . کندمیرا بازگوhcpDانتخاب ژن 

انجام شده اند هلیکوباکتر پیلورياغلب روي باکتري 
توسـط HCPکه پروتئین همه با هم توافق داشته اند 

این در شرایط طبیعی بیان شده وهلیکوباکتر پیلوري
توسط سیستم ایمنی بدن میزبـان شـناخته  هاپروتئین

آنتـی  در مطالعه اي که به بررسـی میـزان  شوند.می
در بیمـاران مبـتلا بـه عفونـت    HCPي ضـد  هابادي

میـزان ایـن   پرداخته شده اسـت، هلیکوباکتر پیلوري، 
.]12بسیار بالا گزارش شده است [هاگونه آنتی بادي

hcpDدهـد، ژن  مـی نمطالعاتی از ایـن دسـت نشـا   

تواند محرك خوبی براي سیسـتم ایمنـی میزبـان    می
ي نوترکیب هاواکسنه باشد و براي تحقیقات در زمین

ــافتن   مناســب اســت. تحقیقــات زیــادي در راســتاي ی
واکسنی موثر علیه هلیکوباکتر پیلوري در دست انجام 

در طـی تحقیقـی کـه در چـین     2013است. در سـال  
هلیکوبــاکتر پیلــوري بــه ureIصــورت پــذیرفت، ژن 

عنــوان واکســن نوترکیــب علیــه هلیکوبــاکتر پیلــوري 
را ureIمورد آزمایش قرار گرفت. این محققـان ژن  

کلـون نمـوده و میـزان ایمنـی     pCDNA3در وکتور 
ارزیابی نمودنـد.  C57BL/6ي هازایی آنرا در موش

نتایج این تحقیق نشان داد، واکسن مورد بررسـی بـر   
ي هلیکوباکتر پیلوري، توانـایی ایجـاد   هانیکی از ژه پای

پاسخ ایمنی قوي علیه باکتري مذکور را داشته اسـت.  
ي هاشباهت کار ما با این تحقیق استفاده از یکی از ژن

ــد ــد کنن ــاکتر و  ه ک ــک هلیکوب ــی ژنی ــولات آنت محص
همچنین شباهت وکتور مـورد اسـتفاده بـوده اسـت     

ا کنون علیه یی که تها. یکی از موفق ترین واکسن]17[
هلیکوباکتر پیلوري مورد استفاده قرار گرفتـه اسـت،   

گزارش شـده نمایـان   2015در گزارشی که در سال 
سـال بـا   15تـا  6است. در این تحقیق، کودکـان بـین   

استفاده از واکسن نوترکیب خوراکی علیه هلیکوبـاکتر  
پیلوري واکسینه شدند. نتایج نشان داد که این واکسن 

موثر عمل کرده و هم اکنون مراحل نوترکیب بسیار
کند. این نوع گزارشـات،  میکار آزمایی بالینی را طی

یافتن واکسنی موثر علیه ایـن عامـل مهـم عفـونی را     
دهـد. موفقیــت نسـبی ایـن تحقیـق نشــان    مـی نویـد 

ي مهندسی ژنتیـک و تولیـد   هادهد، کاربرد تکنیکمی
ي مهندسی شده و نوترکیب راهکار مناسبیهاواکسن

. در تحقیق ما نیز ژن ]18[براي تولید واکسن هستند 
hcpDي مهم هلیکوبـاکتر  هابه عنوان یکی از آنتی ژن

پیلوري، در وکتور یوکاریوتی مناسـبی کلـون و بیـان    
گردیده اسـت و از پتانسـیل لازم بـراي اسـتفاده بـه      
عنـوان واکسـن نوترکیــب در حیوانـات آزمایشــگاهی    

ي مهـم و  هـا ، نقشhcpبرخوردار است. محصول ژن 
مطالعـات  کنـد.  میموثري در هلیکوباکتر پیلوري ایفا

مختلفی که در ارتباط با پنی سیلین انجام شـده اسـت   
، چهار تـا  HCPپروتئینهر ششدهد که ازمینشان
ــااز آن ــیلین و   هـ ــی سـ ــدرولیز پنـ ــه هیـ ــادر بـ قـ

ــواع     ــی از ان ــتند. برخ ــیداز هس ــپورانیک اس سفالوس
 ـHCPي هـا پروتئین ، HcpDوHcpA ،HcpBد مانن

ــا را     ــته و آنه ــل گش ــیلین متص ــی س ــتقات پن ــه مش ب
در hcpاغلب مطالعـات روي ژن  کنند.میهیدرولیز

ي مختلـف  هـا سطح ژنـومی صـورت گرفتـه و جنبـه    
، هنـوز بـه خـوبی    HCPي مختلـف  هافعالیت پروتئین

ایمونوپروتئومیکس، ه در یک مطالعانجام نشده است.
در سرم بیماران مبتلا HcpCافزایش تیتر آنتی بادي

به سرطان معـده بررسـی شـده و میـزان آن قابـل      
در مطالعه حاضر که به هدف . ]19[توجه بوده است 
در سلول جانوري انجام شـد؛  hcpDبررسی بیان ژن 

استفاده گردید. نتـایج  (-)pcDNA3.1از وکتور بیانی 
آزمایشات ما تایید کننده بیـان موفـق ژن هـدف در    

ــطح  ــایج   (RNAس ــه نت ــه ب ــا توج )، در RT-PCRب
-SDSمسـتر چینـی بـود. نتـایج     هاي تخمدانهاسلول

PAGE   ــولی ــا وزن مولک ــب ب ــروتئین نوترکی ــز پ نی
KDa34ي هارا در سلولCHO.نشان داد
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نتیجه گیري
CHOي هـا در سلولhcpDدر این مطالعه، بیان ژن 

با موفقیت انجام شد و پروتئین مـذکور بـا موفقیـت    
ء و تولید گردید. از آنجا که شـرط موفقیـت یـک    القا

ي آنتی ژنیک، در کاربرد بـه  هاپروتئینه ژن کد کنند
ي هـا بیان آن در سلوله صورت واکسن ژنی، مشاهد

ــذا  ــت. ل ــاریوتی اس ــییوک ــب  م ــازه نوترکی ــوان س ت
pcDNA3.1(-)-hcpD   ــن ــده، در ای ــت آم ــه دس ب

تحقیــق را بــه عنـــوان کاندیــداي مناســبی بـــراي     

ــه  اهــبررســی ــی علی ي بعــدي در مــورد واکســن ژن
معرفی نمود. هلیکوباکتر پیلوري

تشکر و قدردانی
این مقاله از نتایج حاصل از پایان نامه کارشناسی ارشد 

ــال  ــوب س ــت.  1394مص ــده اس ــارش در آم ــه نگ ، ب
از نویسندگان این مقاله مراتب تشکر و سپاس خود را

ي و همکاري بی شائبه جناب آقاي دکتر حسین انصـار 
دارند.میجناب آقاي حمیدرضا کبیري ابراز
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