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Abstract 

Background: Helicobacter pylori (H. pylori) is a gram negative bacilli that causes the 
stomach and duodenum diseases in human. An important virulence factor of H. pylori is CagA gene 
which increases the colonization in stomach epithelial cells and lead to inflammation and peptic ulcers. 
The aim of the present study was to produce recombinant protein containing highly antigenic region of 
CagA in E. coli. 

Materials and Methods: In this experimental study, the antigenic region of CagA gene with 
1245 base pair was detected by bioinformatics methods, proliferated by PCR method, digested by 
BamHI and XhoI restriction enzymes and cloned into pET32a plasmid and was expressed in the E. coli 
BL21 (DE3) pLysS with induction by IPTG. The expressed protein was purified with Ni-NTA kit and 
its antigenicity was studied by western blotting method. 

Results: Data showed the successful cloning and expression of the target gene. In western 
blotting, the produced protein interacted with infected human and mice sera. 

Conclusion: Results indicated that recombinant CagA protein (65 KDa) maintained its 
antigenicity, so could be used for serological diagnosis of H. pylori diseases and production of 
vaccine. 
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   هلیکوباکتر پیلوري CagAتولید پروتئین نوترکیب 
  

 5، لیلا حسن زاده4، صفیه صوفیان3 محمدرضا ذوالفقاري،*2، حمید ابطحی1وحیده فرجادي
  

  اسلامی، واحد قم، قم، ایران کروبیولوژي، گروه میکروبیولوژي، دانشگاه آزاد می،دانشجوي کارشناسی ارشد زیست سلولی ملکولی. 1
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دانشجوي کارشناسی ارشد بیوتکنولوژي پزشکی، گروه بیوتکنولوژي و میکروبیولوژي، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی اراك، . 5

  اراك، ایران
 13/6/92:   تاریخ پذیرش7/3/92:تاریخ دریافت

 

 چکیده
 .شود انسان می در دئودنوم و معده هاي بیماري موجب است که منفی گرم هلیکوباکتر پیلوري باسیلی :زمینه و هدف

باشد که موجب کلونیزاسیون بیشتر آن در   میCagAژن  باکتري این زایی بیماري با هاي مرتبط ژن ترین مهم از
تولید پروتئین نوترکیب هدف از این مطالعه . گردد هاي گوارشی می هاي اپی تلیال معده و ایجاد التهاب و زخم سلول
  .دمی باش E. coli در باکتري CagA ناحیه داراي بالاترین خاصیت آنتی ژنیک حاوي

 جفت باز براساس 1245 به طول CagAدر این مطالعه تجربی، قطعه حاوي ناحیه آنتی ژنیک ژن  :ها مواد و روش
 XhoI و BamHIهاي محدود کننده   تکثیر، با آنزیمPCR با روش سپس. ت آمده دسهاي بیوانفورماتیکی ب برنامه

از . بیان شدIPTG با القا توسط  E. coli BL21 (DE3) pLysS کلون و در pET32aبرش و در پلاسمید 
گذاري وسترن بررسی  آن به روش لکه و آنتی ژنیسیته جهت تخلیص پروتئین بیان شده استفاده شد Ni-NTAکیت 
  . گردید
در وسترن بلاتینگ پروتئین تولید شده با . هدف بودآمیز ژن   نتایج حاکی از کلونینگ و بیان موفقیت:ها یافته

   .هاي آلوده انسان و موش واکنش نشان داد سرم
. کند  آنتی ژنیسیته خود را حفظ می) کیلو دالتونCagA )65که پروتئین نوترکیب  داد نشان  نتایج:گیري نتیجه

  . و تولید واکسن مورد استفاده قرار گیردهاي هلیکوباکتر پیلوري تواند براي تشخیص سرولوژیک بیماري بنابراین می
  هلیکوباکتر پیلوري، پروتئین نوترکیب ،CagAپروتئین  کلونینگ، : کلیديگانواژ
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  مقدمه 
 مارپیچی و منفی گرم يباکتر هلیکوباکتر پیلوري

 کرده آلوده را جهان جمعیت از نیمی از بیش که است

هاي  زخم مزمن، گاستریت با با این باکتري عفونت. است
این ). 2، 1( ددار یهمراه گوارشی، کارسینوم و لنفوم معده

 یک کلاس زاي سرطان عامل عنوان میکروارگانیسم به

 شایع سرطان چهارمین معده سرطان ).3( شده است معرفی

 ها است سرطان بین در مرگ و میر عامل دنیا و دومین در

ممکن است در  يمتعدد هاي فاکتور  اگرچه.)4(
خیل باشند، اما ظاهرا عامل دهلیکوباکتر پیلوري  زایی بیماري

ژن  با مرتبط زایی این باسیل، سیتوتوکسین اصلی در بیماري
A )CagA: Cytotoxin associated gene A (

 جزیره نام به بازي کیلو 40 لوکوس یک در ژن  این.است

 Cag (Cag PAI: Cag Pathogenicityبیماري زایی 

Island)5( دارد  قرار .(  
زایی بالایی   از قدرت ایمنیCagAپروتئین 

هاي اپی تلیال معده  منجر به تخریب سلول برخوردار است و
ول، هاي پیام رسانی سل  تداخل با سیستمبه وسیلهشود و  می

 زایی باکتري و کلونیزاسیون بیشتر آن باعث افزایش بیماري
 یک عامل کلیدي در CagA بنابراین حضور ژن .می شود

 به ،)7، 6(ایجاد اختلالات گوارشی و شدت بیماري است 
 از  درصد90 ایران، در که در مطالعات انجام شده طوري

 و پپتیک زخم  درصد مبتلایان به57 سوء هاضمه، با بیماران
 نده ا مثبت بودCagAمعده،  سرطان  درصد از بیماران با89

)8.(   
کنی هلیکوباکتر  ریشه در موجود هاي درمان

 مانند معایبیداراي  جانبی، عوارض پیلوري علاوه بر

ریشه کنی  مجدد، عفونت بیوتیکی، بروز آنتی هاي مقاومت
باکتري، عدم  غیرفعال اشکال بر تاثیر ناقص عفونت، عدم

می  بالا و هزینه ي بیمار به دلیل چند دارویی بودنهمکار
 روش یک به دستیابی این ضرورت بنابر). 9(باشند 

مفید به   واکسیناسون یا پیشگیري مانند درمانی جایگزین
   .نظر می رسد

 اصلی به هاي توپ اپی از استفاده در صورت

جاي استفاده از کل طول ژن و کوچک شدن قطعه مورد 
به . شود می تحریک تري اختصاصی  ایمنیهاي پاسخ نظر،

که تخلیص شکل طبیعی پروتئین از باکتري در  دلیل این
مقادیر بالا کاري دشوار و داراي راندمان پائین و پر هزینه 
است، لذا در این مطالعه سعی شده است تا با تولید شکل 

  . نوترکیب آن، به مقادیر بالا از این پروتئین دست یابیم
دف از این مطالعه، تولید پروتئین بنابراین ه

نوترکیب حاوي ناحیه داراي بالاترین خاصیت آنتی ژنیک 
 و ارزیابی خواص آنتی ژنیک آن با سرم انسانی CagAژن 

هاي اختصاصی به دست آمده از تلقیح پروتئین  و آنتی بادي
هاي تشخیصی و تولید  حاصل به موش با هدف طراحی کیت

لیکوباکتر پیلوري در آینده یک واکسن نوترکیب براي ه
  .باشد می
 

  ها مواد و روش
 E. coliباکتري  از ي تجربی در این مطالعه

تهیه شده از  BL21 (DE3) pLysS و DH5αهاي سویه
جهت و  )Invitrogen, USA( شرکت اینویتروژن

 (+) بیانی از پلاسمیدCagAکلونینگ و تولید پروتئین 
pET32a) دردیگاستفاده ) نواژن، آمریکا.  

 دست آوردن هلیکوباکتر پیلوري،ه به منظور ب
لالات ناحیه بیماران دچار اختتوسط پزشک متخصص از 

 بخش به کننده  مراجعه،فوقانی دستگاه گوارش

 ناحیه از اراك )ع(امیرالمومنین  بیمارستان آندوسکوپی

 محیط روي برنمونه .  بیوپسی به عمل آمدمعده آنتروم

در شرایط ) Columbia agar(آگار  کلمبیا کشت
 5 درصد، اکسیژن 10دي اکسید کربن( میکروآئروفیلیک
 روز در حرارت 5 تا 3 مدت به)  درصد85درصد، نیتروژن 

 هلیکوباکتر پیلوري. شد کشت داده گراد  درجه سانتی37

 و گرم آمیزي شناسی کلنی و رنگ ریخت براساس

 هویت تعیین آز اوره و کاتالاز، اکسیداز مثبت هاي واکنش

ژنومی DNA استخراج  براي یافته رشد هاي باکتري. شد
  .شدند استفاده



  و همکارانوحید فرجادي                                                                          ...                               هلیکوباکترپیلوريcagAتولید پروتئین نوترکیب 

٣٨                                                                                                     1392  مهر،7، شماره شانزدهممجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك، سال 

اساس روش  بر باکتري ژنومیDNA استخراج 
CTAB/NaClسطح از ها باکتري). 10( گرفت  انجام 

 576با   وهشد آوري با کمک سواپ استریل جمع ها پلیت
 مولار،  میلیTE) 8pH=) (EDTA 1میکرولیتر بافر 

Tris-HCl (pH=8)10 حل گردید و سپس ) میلی مولار
و آنزیم ) SDS(  درصد10با اثر سدیم دودسیل سولفات 

ژنوم باکتري با استفاده از .  لیز شدKپروتئیناز 
 CTAB10  گرم، CTAB/NaCl ) NaCl 1/4محلول

 و ها پروتئین. گردید استخراج) لیتر  میلیDDW 100گرم، 
/ کلروفرم/فنل مخلوط از استفاده با سلولی ءاجزا سایر

 دور 10000(سانتریفوژ   و25/24/1ایزوآمیل الکل به نسبت 
ه  بDNA. گردیدند حذف ) دقیقه5در دقیقه به مدت 

 و شد داده رسوب ایزوپروپانول از دست آمده با استفاده
 و از آنزیم گردید حل TE میکرولیتر بافر 30سپس در 

RNase A اضافه گردیدبه آن  میکرولیتر 5/0 به میزان.   
 از استفاده  خالص شده باDNAکیفیت و کمیت 

 درصد در بافر 8/0 آگارز افقی ژل در آن الکتروفورز
TBE )Tris-base، بوریک،  اسیدEDTA ( و
نانومتر با دستگاه  260 موج طول در نور جذب گیري اندازه

  ). 10( اسپکتروفتومتر بررسی گردید
براي تعیین ناحیه آنتی ژنیک و طراحی پرایمر، 

 که ACV92820 با شماره دسترسی CagAوالی ژن ت
 NCBI Center for اسید آمینه دارد، از بانک ژنی 1182

Biotechnology Information) (National تهیه 
افزارهاي بیوانفورماتیکی  سپس با استفاده از نرم. شد

Emboss Antigenic )11(،  ABCpred)12 ( و 

Bcepred)13 (به عنوان2131 تا 886هاي فاصله نوکلئوتید  

 در نظر گرفته شد ناحیه داراي بالاترین خاصیت آنتی ژنیک
هاي مناسب طراحی   پرایمرOligo5توسط نرم افزار  و) 14(

ها براي قطعه ژنی مورد نظر توسط  یگانه بودن پرایمر. گردید
  . تایید شدBlastبرنامه 

Forward: 5' 
TATGGATCCACAATAACGCTC 3' 
Reverse: 5' 
ATTCTCGAGTTCATCAAAAGATT 3' 

 و برگشت) Forward( رفت پرایمر
)Reverse( و شناسایی براي لازم ترادف داراي به ترتیب 

 XhoIو BamHI هاي محدود کننده  آنزیم توسط برش
  . باشند می

روش  باCagA ژن  تکثیر ناحیه آنتی ژنیک
 50 حجم در )PCR( مراز پلی اي زنجیره واکنش

 1 الگو، DNA  میکرولیتر2از  هاستفاد با و میکرولیتر
 یون از میکرولیتر 6 ،)پیکومول10(پرایمر  هر میکرولیتر از

مخلوط هر چهار  از میکرولیتر 1 ،)مولار  میلی25( منیزیوم
 dNTPs( ،1(فسفات  تري نوکلئوزید نوع دزوکسی

و ) فرمنتاس (Expand پلیمراز  DNAمیکرولیتر از آنزیم
  . انجام شد)PCR) X10میکرولیتر بافر  5

 اول مرحله .شد انجام مرحله سه  درPCRبرنامه 

 5مدت  به گراد درجه سانتی 94در  اولیه حرارت شامل

سه  چرخه 30 از مرحله دوم متشکل و) چرخه یک( دقیقه
 درجه 94(دناتوره کردن   جهتاول قسمت . قسمتی بود

 اتصال براي دوم قسمت ،)مدت یک دقیقه به گراد سانتی

 مدت به گراد درجه سانتی 50(  الگوDNAبه  ها پرایمر

 72(هدف  ژن تکثیر جهت سوم قسمت و) دقیقه یک

 مرحله نهایت در . بود)دقیقه یک به مدت گراد درجه سانتی

 5 مدت به گراد  درجه سانتی72 نهایی در حرارت تکثیر

بررسی محصول ). 10( چرخه انجام شد یک براي و دقیقه
PCRدرصد  8/0 آگارز ژل ويبر ر آن الکتروفورز  با

 از استفاده با الکتروفورز نتیجه بررسی. گرفت انجام

 با آن مشاهده و بروماید اتیدیوم محلول با آن آمیزي رنگ

 تخلیص  سپس،انجام شد UV لومیناتور ترانس دستگاه

 از شده تهیه تخلیص کیت از استفاده  باPCRمحصول 

 دستور اساس  بر(Roche, Germany)رش  شرکت

   .گرفت انجام آن عملال
 CagA ژن سازي ناحیه آنتی ژنیک کلون براي

با  PCR محصول  ابتداpET32a (+)در پلاسمید 
ناقل  در سپس یافته،  برشXhoI و BamHIهاي  آنزیم
 شد وارد بود، شده بریده ها آنزیم همان با که نظر مورد

 درT4 DNA ligase آنزیم  از استفاده عمل اتصال با.
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 انجام ساعت یک مدت به گراد رجه سانتید 22 حرارت

   .گرفت
 ترتیب بهpET32a-CagA پلاسمید نوترکیب 

به عنوان میزبان DH5α سویه   E. coliهاي  باکتري در
 BL21 (DE3)اولیه براي تکثیر پلاسمید نوترکیب و سویه 

pLysSکه به روش کلسیم کلراید  براي بیان ژن )CaCl2( 
صحت کلونینگ به روش ). 10( شد مستعد شده بودند، وارد

PCRتایید  علاوه بر این، براي. و هضم آنزیمی تایید شد 

پلاسمید  ،PCRنوکلئوتیدي محصول  ترادف صحت
شد که سکانس  شرکت ژن فن آوران ارسال نوترکیب به
  .گردید تعیین) Sangerروش( ختم زنجیره ژن به روش

هاي   کلنی،CagAجهت تولید پروتئین نوترکیب 
E. coli BL21 (DE3) pLysS هاي  حامل پلاسمید 

pET32a-CagA محیط نوترینت براث حاوي آنتی  در
گرم بر  میلی 100آمپی سیلین ( هاي آمپی سیلین بیوتیک

گرم بر   میلی35کلرامفنیکل (و کلرامفنیکل ) لیتر میلی
 روي بر گراد  درجه سانتی37 حرارت در) لیتر میلی

  ساعت18دقیقه به مدت  رد دور 180 با انکوباتور شیکردار

 50هاي حاوي محیط القاي  در ارلن .کشت داده شد
 میکرولیتر 14 میکرولیتر آمپی سیلین و 14لیتري،  میلی

 میکرولیتر از کشت 500، سپسگردیدکلرامفنیکل اضافه 
دار  ها در انکوباتور شیکر ارلن. ها تلقیح نمودیم فوق به محیط

قرار دقیقه  در  دور220با  گراد  درجه سانتی37در حرارت 
 رسید مناسب حد به ها باکتري تعداد که این از پس. گرفت

(Optical Density=0/6) 50، توسط افزودن 
-Isopropyl--D)مولار   یک میلیIPTGمیکرولیتر 

thiogalactopyranoside)چهار. القا صورت گرفت  

 با ها باکتري ، رسوب IPTGاز افزودن پس ساعت

  دقیقه جمع20 مدت به دقیقه در دور 8000 در سانتریفوژ

 .شد آوري

 الکتروفورز روش از القا نتیجه براي بررسی

 درصد12ژل  روي بر باکتري رسوب حاصل از هاي پروتئین
SDS-PAGE)  (Sodium Dodecyl Sulfate 

Polyacrylamide Gel Electrophoresisاستفاده 

   ).10( گردید
در ) 6His.tag( به علت وجود دنباله هیستیدینی

انتهاي آمینی پروتئین بیان شده که توسط پلاسمید بیانی 
pET-32a اضافه شده است، تخلیص آن توسط رزین 

طبق دستورالعمل ) Ni-NTA agarose resin(نیکل
براي این . صورت گرفت) کیاژن، آمریکا( شرکت سازنده

 با Aبا استفاده از بافر  E. coliمنظور ابتدا تخریب سلول
pH=8 )100مولار  میلی NaH₂PO₄  ،10 

. صورت گرفت) Urea مولار Tris-HCl  ،8مولار میلی
لیتر   میلی1لیتر محلول رویی،   میلی4در مرحله بعد به ازاء هر 

شوي  و  آگارز اضافه شد، سپس شستNi-NTAرزین 
 اما با Aهمان محتویات بافر ( Bلیتر بافر   میلی3رزین با 

pH=6.3 (5/0-1ستشوي پروتئین با  شسپس. انجام گرفت 
) pH=5.9 اما با Aهمان محتویات بافر (  Cلیتر از بافر  میلی

لیتر   میلی2نهایی پروتئین،  براي جداسازي. صورت گرفت
استفاده ) pH=4.5 اما با Aهمان محتویات بافر  ( Dبافر
 CagAمحلول رویی حاصل حاوي پروتئین نوترکیب . شد
 استفاده از بافر فسفات سالینسپس پروتئین نوترکیب با . بود

)PBS 1X (براي اطمینان از صحت تخلیص، . دیالیز گردید
 Cهاي  شو با بافر و دست آمده از شسته هاي رویی ب محلول

 دقیقه جوشانده شد و 5مدت ه ، در لودینگ بافر حل و بDو 
 با پروتئین غلظت.  ارزیابی شد SDS-PAGEبا استفاده از

 تعیین براي .شد سنجیده کتروفتومتراسپ دستگاه از استفاده

 PBS از استفاده با ابتدا شده، تخلیص پروتئین غلظت
 100 سپس ،گشت کالیبره و صفر شد دستگاه جذب

 داخل در شده دیالیز و تخلیص پروتئین از میکرولیتر

 260موج  طول در بار یک و شد دستگاه ریخته کووت

 جذب ترنانوم 280 موج طول در نیز بار یک و نانومتر

 نهایی غلظت زیر از فرمول استفاده با و شد خوانده دستگاه

  :آمد دسته ب پروتئین
) (1.55 × OD280) – (0.76 × OD260 : مقدار

  لیتر گرم بر میلی پروتئین بر حسب میلی
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 از پروتئین نوترکیب آنتی ژنیسیته بررسی براي

  استفاده(Western blotting)وسترن  گذاري روش لکه

 که شد انجام شکل بدین بلاتینگ وسترن  روش).10( شد

-SDSتخلیص شده با هاي پروتئین الکتروفورز از پس

PAGE ، به غشاء پلی  آمده دست به پروتئینی هاي باند
 انتقال عمل .گردید منتقل )PVDF(وینیلیدن دي فلوراید 

 گلایسین  گرمTris-base، 3/14 گرم 30بافري محیط در

و آب مقطر تا رسیدن حجم این مواد  متانول لیتر  میلی200 و
انجام  ولت 90 ولتاژ در و ساعت سه به یک لیتر، به مدت

با قرار  PVDF سازي غشاء مسدود سپس مرحله. گرفت
 انجام ساعت یک مدت به کننده بلوکه بافر در دادن آن

 مدت بهPVDF  غشاء سازي، مسدود مرحله از پس. شد

سرم افراد ( آنتی بادي اول مجاورت  ساعت در5/1
 1:100بافر شستشو تا غلظت  با هلیکوباکتر پیلوري مثبت که

بود و سرم افراد هلیکوباکتر پیلوري منفی به عنوان  شده رقیق
 هاي با نمونه انکوباسیون از پس .شد داده قرار) کنترل منفی

  دقیقه با10و هر بار به مدت  مرتبه سه PVDF سرم، غشاء

مولار  میلیNaCl ، 10مولار  میلیTBS-T) 15بافر 
(pH=7.4) Tris-HCl ،1/0 20 درصد Tween (شست 

 بادي دوم آنتی  ساعت با5/1مدت  داده شد، سپس به شوو 

انسانی کونژوگه شده با آنزیم lgG آنتی بادي ضد (
 پس نهایت در. ، انکوبه گردید1:1000 با رقت) پراکسیداز

 همشاهد  براي ،TBS-Tبافر با ها نمونه شوي و از شست
 در ژن آنتی با بادي آنتی واکنش به مربوط هاي باند

 آمینو دي محلول در ، غشاء مزبور PVDFغشاء

  .قرار گرفت DAB)(بنزیدین

 نوترکیب به موش سوري CagA پروتئین سپس
هاي حاصل از آن وسترن   و با آنتی باديگردیدهتزریق 

 تایی موش 5 گروه 2براي این منظور از  .بلاتینگ انجام شد
گروه اول کنترل منفی .  استفاده شد BALB/Cر نژادن

به گروه دوم . بودند که تزریقی روي آنها انجام نگرفت
CagAبراي تزریق،.  نوترکیب تخلیص شده تزریق شد 

 5/1با غلظت (  میکرولیتر از پروتئین نوترکیب175
 500 و PBS میکرولیتر 325با ) میکروگرم بر میکرولیتر

مخلوط ) سیگما، آمریکا( امل فروندمیکرولیتر ادجوانت ک
به شکل زیر جلدي از   میکرولیتر200شد و به هر موش 

 روز، تزریق دوم با 7بعد از . مخلوط فوق تزریق گردید
. همان غلظت همراه با ادجوانت ناقص فروند انجام گرفت

 روز از تزریق 14تزریق سوم به همین ترتیب بعد از گذشت 
دو هفته بعد از . ص فروند انجام شددوم همراه با ادجوانت ناق

و پلاسماي آنها گیري  ها خون سومین تزریق از قلب موش
 نوترکیب با CagAهاي تلقیح شده با  سرم موش. جدا شد

 IgG به عنوان آنتی بادي اول و آنتی بادي ضد 1:100رقت 
با رقت ) ABcam, UK(موش متصل به آنزیم پراکسیداز 

 دوم در وسترن بلاتینگ مورد  به عنوان آنتی بادي1:2500
هاي گروه کنترل نیز به  سرم موش. استفاده قرار گرفتند

 .عنوان کنترل منفی استفاده شد

  
  ها یافته

هاي  از کلنی آمده دست ژنومی بهDNA غلظت 
لیتر  بر میلی میکروگرم 250رشد یافته هلیکوباکتر پیلوري 

ناحیه تکثیر  براي ییالگو عنوان  بهDNAاین . شد برآورد
هر سه برنامه . گردید  استفادهCagAآنتی ژنیک ژن 

بیوانفورماتیکی نتایج یکدیگر را در تعیین بخش آنتی ژنیک 
  درPCRیافته توسط  تکثیر ژن قطعه اندازه .تایید نمودند

نتیجه ). 1شکل ( بود باز جفت 1245 مارکر، با مقایسه
 در یافته که تکثیر ژن ترادف بین شده انجام مقایسه

با ترادف ارائه شده  بود، گردیده کلونpET32a پلاسمید 
 ثبت شده NCBI GenBank که در CagAبراي ژن 

  . درصد دارد100است، یکسان است و همولوژي 

  
  PCR توسط CagA ژن ژنیک آنتی ناحیه تکثیر :1 شکل

 
  DNA (SM0321, Fermentas#)مارکر : 1ستون
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   PCRمحصول: 2ستون 
 با  القا  ساعت از4 زا پس نوترکیب پروتئین

IPTG65تولید پروتئین مورد نظر با وزن . گردید تولید 
به ). 2شکل( تایید شد SDS-PAGEکیلو دالتون با انجام 

در انتهاي ) 6His.tag( دلیل قرار گرفتن دنباله هیستیدینی
از کیت  استفاده آن با آمینی پروتئین حاصل، خالص سازي

Ni-NTAپروتئینی دیالیز گرفت و سپس محصول   انجام
 حتی که شد استفاده مولار 8 اوره از مطالعه این در. شد

 نوترکیب پروتئین خوبی به سونیکاتور از بدون استفاده

) NTA( نیتریلو تري استیک اسید). 2شکل( شد تخلیص
 6His.tag جایگاه آزاد براي میان کنش با 2داراي 

 با )نیکل ( +Ni2هاي فلزي مانند  به یونNTA. باشد می
شو نیز  و پایداري بالایی متصل شده و شرایط سخت شست

 غلظتسپس  .گردد ها از آن نمی شدن یون موجب جدا

 محلول در موجود پروتئین مقدار .سنجیده شد پروتئین

  .لیتر بود گرم بر میلی  میلی5/1 بابرابر 

  
القا و تخلیص پروتئین نوترکیب حاوي ناحیه آنتی : 2شکل 

 کوباکتر پیلوري هلیCagAژنیک ژن 
  )SM0661, Fermentas#(مارکر پروتئین: 1ستون
  نمونه قبل از القا: 2ستون
   ساعت بعد از القا4نمونه : 3ستون

  نمونه تخلیص شده: 6 و 5، 4ستون 
دهی پروتئین نوترکیب  به منظور بررسی واکنش

هاي ایمن شده،  خالص شده با سرم افراد آلوده و سرم موش
هاي ناشی  ظهور باند.  انجام گرفتگذاري وسترن روش لکه

هاي انسانی  از واکنش پروتئین نوترکیب حاصل با آنتی بادي
و موشی مورد استفاده در محل مورد نظر، نشان داد که 

 خاصیت آنتی ژنیک و ،پروتئین نوترکیب مورد بررسی
 واکنش بر دال باندي هیچ حال عین در. ایمنوژنیک دارد

 هاي نرمال انسان و سرم کیب درپروتئین نوتر بادي با آنتی

  ).3شکل ( نشد دیده )کنترل منفی(موش

  
هلیکوباکتر CagA وسترن بلاتینگ پروتئین نوترکیب : 3شکل

هاي ایمن شده با پروتئین نوترکیب  پیلوري با سرم موش
  تخلیص شده

 
  )SM0661, Fermentas#(مارکر پروتئین : 1ستون

با پروتئین وسترن بلاتینگ موش تلقیح شده : 2ستون 
  CagAنوترکیب 

 موش کنترل منفی: 3ستون
 

 بحث
در این مطالعه پروتئین نوترکیب حاوي ناحیه آنتی 

 کیلو دالتون در 65لکولی و با وزن مCagAژنیک ژن 
  .تولید شد BL21 (DE3) pLysS سویه  E. coliباکتري

کامل حاوي کل طول ژن به  استفاده از پروتئین
ایی که ضروري نیستند، باعث ه دلیل دارا بودن اپی توپ

شود که کلون،  لکولی پروتئین حاصل میوافزایش وزن م
مقدار تولید پروتئین سازد و  بیان و تخلیص آن را مشکل می

بنابراین استفاده از پروتئین به شکل . یابد نوترکیب کاهش می
 محدود  راهاي بعدي و ساخت واکسن  کاربرد،کامل

 ناحیه داراي بالاترین خاصیت لذا در این تحقیق،. نماید می
 هلیکوباکتر پیلوري با استفاده از CagAآنتی ژنیک ژن 

  .هاي بیوانفورماتیکی تعیین گشت و کلون گردید برنامه
Liuبه منظور طراحی  در مطالعه خود و همکاران 

 را به عنوان آنتی UreBو VacA ، CagAواکسن، سه ژن 
منظور تسهیل در بیان به ). 15( هاي کاندید در نظر گرفتند ژن

اسید آمینه : VacA( اي از هر آنتی ژن ها، قطعه آنتی ژن
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805-744 ،CagA : و 230-389اسید آمینهUreB : اسید
براي ساخت پروتئین فیوژن انتخاب شد و ) 250-387آمینه 

 Salmonella  از پلاسمید زنده ضعیف شده
typhimurium ترتیب ( براي بیان پروتئین فیوژن

نتایج نشان داد که . گردیداستفاده ) CVU: يقرارگیر
واکسن مورد نظر به طور قابل توجهی کلونیزاسیون 

هاي آلوده به عفونت را کاهش  هلیکوباکتر پیلوري در موش
  .دهد می

 از جزیره I در ناحیه CagA ژن 
 ترین بزرگ  قرار دارد وCag (Cag PAI)زایی بیماري

 6 ژن است که 31اي این جزیره دار. باشد ژنی آن می قطعه
کنند که  ژن آن، سیستم ترشحی نوع چهار را رمزدهی می

 را پس از ورود به سلول میزبان ترشح CagAپروتئین 
 کیلو 140 تا 120یک پروتئین  CagA ).17، 16( کنند می

باشد که وجود این ژن در باکتري موجب تولید  دالتونی می
و ) TNF( عامل نکروز تومور هایی مانند سایتوکاین
هاي اپی تلیال  توسط سلول 8 و 6، 1  هاياینترلوکین

. شود ها می  موجب جذب نوتروفیل8اینترلوکین . شود می
هاي فعال اکسیژن توسط  ها و ملکول رهایی پروتئاز

، 18(گردد ها موجب التهاب معده و زخم معده می نوتروفیل
هاي  سویه با عفونت که رسد می نظر بهبه همین دلیل ). 19

 و دوازده زخم معده و با  مثبتCagAپیلوري  لیکوباکتره
 ).20، 6( دباش داشته همراهی معده سرطان

 در این مطالعه براي بیان پروتئین از ناقل بیان کننده
(+) pET32aسازي   که داراي منشاء همانندF1 و 

باشد،   میLac که تحت کنترل اپراتور T7پروموتر قوي 
م رونویسی مستقل از سلول میزبان این ناقل سیست. استفاده شد

 6ترادف ویژه مربوط به (هاي الحاقی  دارد و داراي پروتئین
 مکان 5´در ناحیه) 6His.tag( اسید آمینه هیستیدین

شود و  کلونینگ ژن که به انتهاي آمینی پروتئین اضافه می
اي پروتئین   اسید آمینه109توالی پپتیدي اتصالی 

thioredoxin) Trx.tag (6 در بالا دست کهHis.tag 
علاوه بر این . شود قرار دارد و به پروتئین نوترکیب اضافه می

 ) وجود داردS.Tag ابتدایی ناحیه 6His.tagبعد از 

پرونئین  بیولوژیکی فعالیت تنها باشد که این امر نه می
بلکه باعث پایداري پروتئین در  برد، نمی بین از را نوترکیب

کند و  سلولی حفظ میخریب داخل سلول شده و آن را از ت
طبق  .)21( نماید به تخلیص پروتئین نوترکیب کمک می

 کیلو دالتون 45 محاسبات، وزن پروتئین نوترکیب تولید شده
هاي الحاقی، وزن آن  باشد که به دلیل اضافه شدن پروتئین می

 .شود  کیلو دالتون مشاهده می65روي ژل 

یق، فاقد  استفاده شده در این تحقBL21سویه 
این تخریب پروتئین  هاي سیتوپلاسمی بوده، بنابر پروتئاز

  .گیرد نوترکیب در آن صورت نمی
 نیاز پر و رشد کند نسبتاً هاي مورد باکتري در

 در نوترکیب هاي پروتئین  تولید،هلیکوباکتر پیلوري نظیر

. است صرفه به مقرون طبیعی بسیار هاي پروتئین با مقایسه
 خواص اکثر موارد در نوترکیب يها زیرا پروتئین

 این، علاوه بر. دارند را طبیعی پروتئین ساختاري

 پروتئین طبیعی به نسبت نوترکیب هاي پروتئین سازي خالص

  ).22( شود می انجام تر راحت
 CagAاي از ژن  در این مطالعه، قطعه

هاي مهم  که حاوي تعدادي از اپی توپ) جفت باز1245(
وسترن، پروتئین  گذاري د و در لکهاست، تولید و بررسی ش

 نوترکیب حاصل با سرم افراد آلوده به عفونت فعال

 CagAهاي تلقیح شده با  و سرم موش هلیکوباکترپیلوري
 پاسخ ایجاد این پروتئین باعث. نوترکیب واکنش نشان داد

 موش در سلولی و هومورال اختصاصی و قوي ایمنی

نتی ژنیسیته و  از قدرت آ به نظر می رسدشود، پس می
هاي  ایمنوژنیسیته مناسبی برخوردار بوده و داراي اپی توپ

 DNAتوان از آن در طراحی  و می مشابه با فرم طبیعی است
 .هاي تشخیصی استفاده کرد واکسن و کیت

 
  گیري نتیجه

در این مطالعه به منظور کوچک کردن اندازه 
ه ب هاي ایمنی اختصاصی،  نوترکیب و افزایش پاسخپروتئین

، ناحیه داراي بالاترین CagAجاي استفاده از کل توالی ژن 
 بر .خاصیت آنتی ژنیک تعیین و سپس کلون و بیان گردید
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 با واسطه حضور CagA پروتئین نوترکیب ،طبق نتایج
  توانست با مقدار بالایی بیان شدهpET32aپلاسمید بیانی 

 E. coliو در سلول ) لیتر گرم بر میلی  میلی5/1 غلظت(
 DNAتوان از آن در طراحی  این می بنابر. پایدار بماند

 . هاي تشخیصی استفاده کرد واکسن و کیت

  
  تشکر و قدردانی

این پژوهش منتج از پایان نامه دانشجویی سرکار 
بررسی آنتی ژنیسیته نواحی (خانم وحیده فرجادي با عنوان 
)  هلیکوباکتر پیلوريCagAآنتی ژنیک پروتئین نوترکیب 

علوم  دانشگاه پژوهشی معاونت از وسیله بدین. باشد می
مالی و کلیه همکارانی که ما  پشتیبانی دلیل پزشکی اراك به

 قدردانی و اند، صمیمانه تشکر را در این پژوهش یاري کرده
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