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29/8/96پذیرش مقاله:20/8/96حیه از نویسنده:دریافت اصلا15/7/96ارسال مقاله به نویسنده جهت اصلاح:13/2/96دریافت مقاله:

چکیده
هاي معده و دوازدهه در منفی است که موجب بیماريگرمباکتري مارپیچی شکل و،پیلوريهلیکوباکترزمینه و هدف:

مؤثرواکسنیدتولجهتدرافزایشیرو بههايبیوتیکی، تلاشآنتیهايدر درمانایراداتیبه دلیل وجود شود.انسان می
درآنبیانو بررسیlnTژن قطعهحاملژنیساخت سازواره،تحقیقاینازهدف.استگرفتهصورتعفونتاینبراي

است. RT-PCRبه روش هاي انسانیسلول
از اي پلیمرروش واکنش زنجیرهبهپیلوريهلیکوباکترژنومازlnTژن مطالعه آزمایشگاهی،ایندر:هامواد و روش

)Polymerase Chain Reactionسازي محصولات شد. همسانه) جداPCRسازي به روش کلونT/A در وکتورT ،مناسب
، سازواره lnTکلون گردید. جهت بررسی بیان ژن سابpEGFP-C2در وکتور بیانی یوکاریوتی lnTانجام شد. سپس ژن 

pEGFP-C2-lnTروشمنتقل و بیان آن بهست پوست انسانهاي فیبروبلابه روش الکتروپوریشن به سلولRT-PCR

.بررسی شد
pTZگردید. این ژن با موفقیت در وکتور lnTجفت بازي مربوط به ژن 1290منجر به تکثیر قطعه PCRانجام ها:یافته

و سازواره نهایی کلون گردیدهدر وکتور بیانی سابlnTسازي شد و نتایج هضم آنزیمی و تعیین توالی نشان داد ژن همسانه
pEGFP-C2-lnT ایجاد شده است. بررسی بیان این ژن به روشRT-PCR.تشکیل باند اختصاصی این ژن را نشان داد ،

درژنایناختصاصیمحصولتوان تولید،C2-pEGFPبیانی یوکاریوتیوکتوردرشدهسازيهمسانهlnTژنگیري:نتیجه
زایی در مدل حیوانی به از پتانسیل لازم براي بررسی ایمنی،ژنیسازوارهرسد اینمینظر هبلذارا دارد.یوکاریوتیهايسلول

عنوان واکسن ژنی علیه هلیکوباکتر پیلوري برخوردار باشد.  
lnT ،RT-PCRژن هلیکوباکتر پیلوري،کلونینگ،ي کلیدي:هاواژه
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مقدمه
مارپیچیمنفی،گرمیک باکتريپیلوريهلیکوباکتر

. این باکتري باعث ]1[است میکروآئروفیلوتاژکدارکل،ش

یی نظیر گاستریت مزمن، زخم معده، زخم هابروز بیماري

-MALT)Mucosaدوازدهه، سرطان معده و لنفوم 

associated lymphoid tissue (گردد. هلیکوباکتر می

پیلوري از نظر ژنتیکی بسیار متنوع است و این تنوع 

در هلیکوباکتر پیلوري، زاژن بیماريژنتیکی شامل چندین

. ]2[باشد میvacAو cagAنظیر 

هاي مولکولی نوین براي تشخیص سریع امروزه از روش

جهت تشخیص "شود. مثلامیها استفاده باکتري

هاي مورد آزمایش، در هایی که در نمونهمیکروارگانیسم

باشند، مقادیر کم حضور دارند یا غیرقابل کشت می

، بهره جست. در همین راستا، با PCRتوان از روش می

توان به صورت مستقیم و بدون میPCRکمک آزمایش 

نیاز به کشت، به تشخیص هلیکوباکتر پیلوري در 

. با توجه به خطرات ]3[هاي بیوپسی معده، پرداخت نمونه

ناشی از عفونت هلیکوباکتر پیلوري، بهتر است که این 

تحت هابیوتیکبا مصرف آنتی،عفونت در بیماران مبتلا

هاي . با وجود پیدایش هلیکوباکتر پیلوري]4[آید کنترل در

گیري از این مقاوم به دارو، لزوم تلاش بیشتر براي پیش

رسد. ژن عفونت با کمک واکسیناسیون ضروري به نظر می

lnT)Apolipoprotein N-acyltransferase،(درابتدا

شد اما پس از کشفلا انتریکاسالمونمنفیگرمباکتري

در باکتريتربه صورت دقیقlnTعملکردوآن، ساختار

.  ]5[مطالعه قرار گرفت موردکلیاشریشیا

هایی ها شامل ژناز ژنوم باکتري%1-%3به طور کلی 

هایی هستند که در پوشش کننده لیپوپروتئیناست که کد

هاي کلیدي نقشها گیرند. این لیپوپروتئینسلول قرار می

جذبسلولی،دیوارهیکپارچگیازمتعددي مثل محافظت

فراسیتوپلاسمیفولدینگپروتئین،ترشحغذایی،مواد

. ]6-8[باشند میدارارازاییبیماريوهاپروتئین

هاییپرولیپوپروتئینعنوانبهشدهسنتزهايلیپوپروتئین

Sec)Generalترشح عمومی ماشینتوسطکههستند

secretion(یاTat)Twin arginine translocation(به

. توالی سیگنال ]9[گردند میمنتقلسیتوپلاسمیغشاي

پروتئین داراي یک موتیف لیپوباکس حفاظت خاتمه لیپو

LVI/ASTVI/GAS/C)(شده شامل چهار اسیدآمینه

سازهاي لیپوپروتئین (توالیپیشاینکه]7[باشد می

ند گردو به اشکال بالغ تبدیل میشدهزش لیپوباکس) پردا

شوند. و به سمت غشاي خارجی سیتوپلاسم فرستاده می

آسیل پرولیپوپروتئین دي- 1این اعمال توسط سه آنزیم: 

آسیل که باعث اتصال دي(lgT)گلیسریل ترانسفراز

، ]10[شودگلیسریل به سیستین از طریق پیوند تیواتر می

که باعث (lspA)پپتیدازن سیگنالیئپرولیپوپرت-2

آپولیپوپروتئین - 3شود و شکافتن سیگنال پپتیدي می

باعث انتقال آسیل به گروه که lnT)آسیل ترانسفراز (ان

. ]11[پذیردمیشود، انجام آمین سیستئین می

ماندنزندهورشدبرايlnTو lgT،lspAآنزیم سههر

داخلیدر غشايکهمنفیگرمهايباکتري

. ژن ]12[اند ضروري هستندواقع شده) یتوپلاسمیس(

lnTهاي مهم پوششی هلیکوباکتر ، یکی از لیپوپروتئین

- اي در مورد کلونکند. تا کنون مطالعهمیپیلوري را کد 
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lnTسازي و بررسی بیان یوکاریوتی و یا پروکاریوتی ژن 

سازي و هلیکوباکتر پیلوري، انجام نشده است اما کلون

هاي گرم ژنیک آن در باکتريهاي آنتیگیبررسی ویژ

کلی و سالمونلا انتریکا مطالعه منفی دیگري نظیر اشریشیا

ژنیک این . با توجه به خاصیت آنتی]5،12[گردیده است 

هلیکوباکتر پیلوري lnTژن و از آنجا که تا کنون بیان ژن 

مورد بررسی قرار نگرفته، براي اولین بار در این تحقیق 

هاي فیبروبلاست پوست در سلولlnTیوکاریوتی ژن بیان 

) مورد تحقیق HDF: Human dermal fibroblastانسان (

در تحقیقات lnTقرار گرفته است. به منظور کاربرد ژن 

آینده به عنوان واکسن ژنی، لازم است بیان آن در سلول

یید گردد، لذا هدف از این تحقیق، أهاي یوکاریوتی ت

هلیکوباکتر lnTرسی بیان اختصاصی ژن سازي و برکلون

RT-PCRبه روش HDFهاي یوکاریوتی پیلوري در سلول

باشد. می

هامواد و روش
در مرکز 1395در این مطالعه آزمایشگاهی که در سال 

تحقیقات بیوتکنولوژي دانشگاه آزاد اسلامی شهرکرد انجام 

راج شد، از سویه استاندارد هلیکوباکتر پیلوري براي استخ

DNA دست آوردن ژن بوlnT استفاده شد. باکتري

نیز به عنوان میزبان کلونینگ TOP10Fکلی سویه اشریشیا

ها مورد استفاده قرار گرفت. در این براي تکثیر پلاسمید

pTZ57R/T)Thermoهايتحقیق از دو وکتور با نام

Fisher Scientific, USA و (pEGFP-C2)Clontech

Laboratory Inc., USA .بهره گرفته شد (

pTZکه براي سهولت نگارش به صورت pTZ57R/Tوکتور

و داردجفت باز2886شود، طولی برابر نشان داده می

سیلین بیوتیک آمپینشانگر انتخابی آن، مقاومت به آنتی

کننده ژن در ، یک وکتور بیانpEGFP-C2است. وکتور 

جفت باز 4735هاي یوکاریوتی است و اندازه آن سلول

بوده و داراي دو نشانگر انتخابی مقاومت به کانامایسین و 

هاي نئومایسین به ترتیب براي توانایی رشد سلول

هاي انتخابی است. از پروکاریوتی و یوکاریوتی در محیط

به عنوان میزبان یوکاریوتی براي HDFهاي انسانی سلول

بیان ژن در این تحقیق استفاده شده است. 

پیلوري،هلیکوباکترازژنومیDNAاستخراجورمنظبه

شد واستفادهایران)(سیناژن،DNAاستخراجکیتاز

5کیت اجرا شد. مقدار العملدستورروش کار مطابق

%1استخراج شده روي ژل آگارز DNAمیکرولیتر از 

DNAکیفیتوالکتروفورز شد و علاوه بر آن، غلظت

,ND-1000, PeqLab(ودراپنانازاستفادهباشدهتخلیص

USA (براي طراحی 13-14گرفت [قرارارزیابیمورد .[

بانکازFM991728ثبتشمارهباlnTژنپرایمرها، توالی

Geneافزار سپس توسط نرم.شدگرفتهNCBIجهانی ژن 

Runnerهاي پرایمرهاي مناسب طراحی گردیدند. پرایمر

هاي آنزیمبرش برايجایگاهواجدترتیبرفت و برگشت به

KpnI وSacII (نواحیی که زیر آنها خط کشیده شده است)

بوده و توالی آنها به صورت زیر است:  
lnT-F: 5´-TTAGGTACCATGCGTCTTCTTCTGTTCAATC-3´

lnT-R:5-ATTCCGCGGTTATGATCGTTTCCTAAAAAG-3

اي پلیمراز یا از طریق واکنش زنجیرهlnTتکثیر ژن

PCRمیکرولیتر انجام شد. مخلوط 25یی در حجم نها

PCRبافرازمیکرولیتر5/2شامل PCRگرهاي واکنش
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10X،5/1میکرومولMgCl2،200 میکرومولMix

dNTP،100ورفتپرایمرهايازیکهرازنانومول

ازشدهتخلیصژنومیDNAازنانوگرم100برگشت،

TaqزمراپلیDNAآنزیمواحد1وهلیکوباکتر پیلوري

Mastercycler(ترموسایکلر دستگاهدر،)ایرانسیناژن،(

Gradient, Eppendorf, Germany (3،13[قرار گرفت .[

5در دستگاه ترموسایکلر با شرایط دمایی PCRواکنش 

1گراد در یک مرحله و سپس درجه سانتی95دقیقه در 

درجه 62دقیقه در 1گراد، درجه سانتی94دقیقه در 

30گراد براي درجه سانتی72دقیقه در 2گراد، یسانت

دقیقه 10تمام، ناقطعاتتکثیرچرخه دنبال هم و جهت

گراد انجام گرفت. پس از انجام واکنش، درجه سانتی72در 

و بافر %1از ژل آگارز PCRجهت الکتروفورز محصولات 

TBE 1X)Tris Borate EDTAاستفاده شد. سپس (

توسطوبریده شدندژلاز،lnTبه ژن مربوط ژنیقطعات

)، Bioneer, South Koreaاز ژل (DNAکیت استخراج 

]. 15خالص شدند [PCRمحصولات 

از تکنیک PCRسازي محصولات جهت کلون

1290استفاده شد. براي الحاق قطعه T/Aسازي کلون

از کیت pTZبه وکتور lnTجفت بازي مربوط به ژن 

)Thermo Fisher Scientific, USA استفاده شد که (

باشد. سپس لیگاز می- T4و آنزیم pTZحاوي پلاسمید 

)، به روش شیمیایی و با استفاده Ligationمحصول الحاق (

مولار سرد و استریل به میزبان 1/0از کلرید کلسیم 

هاي )، منتقل شد. باکتريE. coli Top10Fباکتریایی (

حاوي LB-Agarروي پلیت محیط کشت ،شدهمنتقل

سیلین کشت داده لیتر آمپیمیکروگرم در هر میلی100

گراد، درجه سانتی37ساعت در دماي 18شدند و به مدت 

هاي گرمخانه گذاري شدند. استخراج پلاسمید از باکتري

)، Bioneer, South Koreaیافته با استفاده از کیت (رشد

ی و بررسpTZسازي ژن در وکتور انجام شد. صحت کلون

و PCRهاي ، با روشpTZ-lnTتشکیل وکتور نوترکیب 

صورت پذیرفت SacIIو KpnIهضم آنزیمی با دو آنزیم 

]15 .[

pEGFP-C2از وکتور بیانی ،lnTبیان ژن منظوربه

خارج و pTZ-lnTباید از وکتور lnTاستفاده شد. لذا ژن 

نوترکیب در وکتور بیانی وارد گردد. به این منظور، وکتور

pTZ-lnT و وکتور بیانیpEGFP-C2هاي توسط آنزیم

kpnIوsacII برش خورده و محصولات حاصل روي ژل

الکتروفورز شدند. سپس قطعات مربوط به وکتور %1آگارز 

، از روي ژل بریده شد و lnTو ژن pEGFP-C2خطی شده 

لیگاز برقرار -T4واکنش الحاق بین آنها با استفاده از آنزیم 

باکتريدرونبه،اتصالمحصولاتانتقاللگردید. مراح

E. coliسویهTOP10F،صحتتأییدمنظوربه. شدانجام

-pEGFPنهاییسازوارهتشکیلبررسیوکلونینگساب

C2-lnT،واکنشابتداPCRرفتپرایمرهايازاستفادهبا

ییدأتبراي. گرفتانجامlnTژنمخصوصبرگشتو

يهاآنزیمباآنزیمیهضمهایی،نسازوارهتردقیقوبیشتر

kpnIوsacII15پذیرفت [صورتتوالیتعیینو .[

به منظور بررسی بیان ژن هدف در پلاسمید نوترکیب 

pEGFP-C2-lnTهاي ، از سلولHDF انسانی استفاده

روش،HDFهاي . براي انتقال این پلاسمید به سلولگردید

دستگاهزا،مرحلهایندر. شدانجامالکتروپوریشن 

)Gene Pulser Xcell, BioRad, USA(الکتروپوریشن
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400حجم درسلول610x2تعداد. شدگرفتهبهره

دستگاهلیتري مخصوصمیلی4/0کووتدرلیترمیلی

هردرنانوگرم600مقدارسپس. شدریختهالکتروپوریشن

به این pEGFP-C2-lnTپلاسمید نوترکیب ازمیکرولیتر

شدهتنظیمشرایطباالکتریکیفه شد. شوكها اضاسلول

HDFهايسلولبهمیکروفاراد480وولتکیلو240/0

قراریخرويدقیقه5مدتبهبلافاصلههانمونهوشدداده

کشتمحیطدرHDFهاي سلولسپس. شدندداده

RPMI 1640)Merck, Germany (سرم%10همراهبه

در ساعت24مدتبهوشدنددادهگاوي، کشتجنین

داري نگهCO2%5گراد و در حضور درجه سانتی37دماي 

100سلولی، مقدارکشتهايمحیطبهشدند. سپس

نشانگر(نینئومایسبیوتیکآنتیلیترمیلیهردرمیکروگرم

بههاسلولوشداضافه) pEGFP-C2پلاسمیدانتخابی

تمام. گردیدندگذاريگرمخانهدیگرساعت72مدت

يهاسلولازدیگريگروهبراي) الکتروپوریشن(مراحل بالا

HDFبودندشدهگرفتهنظردرشاهدعنوان گروهبهکه

هیچشاهد،هايسلولبهکهتفاوتاینباشدانجامنیز

].16[گردیدخارجی اضافه نDNAگونه

هايسلولدرهدفژناختصاصیبیانبررسیبراي

سلول (تست دستهدواینزاRNA، استخراجHDFانسانی 

. شدانجام)،Qiagen, USA(کیتازاستفادهباو شاهد)

,cDNA)TakaraسنتزکیتازاستفادهباcDNAسپس

Japan(،آزمایش. شدتهیهکیت،کارروشاساسبرPCR

ژنمخصوصlnT-Rو lnT-Fپرایمرهايازاستفادهبا

ژلروينتایجوشدانجامحاصل،يهاcDNAهدف روي

.ارزیابی شدند%1آگارز

نتایج
سازي شده با نانودراپ خالصDNAبررسی غلظت 

از در هر میکرولیترDNAنانوگرم180مقداردهندهنشان

پرایمرهايازاستفادهباPCRواکنشنتیجهبود.محلول

بازي جفت1290باندتشکیلباعث،lnTژناختصاصی

).1شد (شکل %1روي ژل آگارز 

lnTژنبرايPCRنتیجه-1شکل 

M :مارکرbp100فرمنتاز (شماره کاتالوگ شرکتساخت
DL007(

)DNAبدونPCRنمونه(منفیکنترل: 1شماره
جفت 1290بااندازه lnTبراي ژنPCR: محصول 3و2يهاشماره
بازي

، وکتور pTZبه درون وکتور lnTپس از وارد کردن ژن 

ایجاد شده به روش هضم آنزیمی pTZ-lnTنوترکیب 

2یید شد که نتیجه آن در شکل أتSacIIو KpnIتوسط 

قطعهرفت،میانتظارکهگونهشود. همانملاحظه می

صورتبهوآمدهبیرونناقلداخلازبازيجفت1290

قرارشدهخطیپلاسمیدباندازترپایینباند جداگانه

.استگرفته
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pTZ-lnTپلاسمیدرويآنزیمیهضمنتیجه-2شکل 

M :1مارکرkbفرمنتاز (شماره کاتالوگ شرکتساختSM0311(.
وpTZمربوط به وکتورجفت بازي2886تشکیل باند : 1،2شماره 

آنزیمی دوبرشحاصلlnTجفت بازي مربوط به ژن1290باند 
)Un Cut: کنترل پلاسمید (3شماره 

بریده شده با دو آنزیم lnT، ژنکلونینگدر مرحله ساب

KpnI وSacIIبه داخل وکتور بیانیpEGFP-C2 که

ها برش خورده بود، وارد شد. صحت توسط همان آنزیم

نتایج این مرحله با روش هضم آنزیمی سنجیده شد که 

آمده است. 3نتایج آن در شکل 

ژلرويآنزیمیهضممحصولاتالکتروفورزازپس

وکتوربهمربوطبازجفت4735اندازهبهقطعهیکآگارز،

pEGFP-C2مربوطبازجفت1290اندازهبهقطعهیکو

توالی وکتور نوترکیبشد. تعیینمشاهدlnTژنبه

pEGFP-C2-lnTژنکلون سازيدرستیدهندهنشانlnT

کهطوريبهبودنظرموردیوکاریوتیبیانیوکتوردر

درژناینازموجودهايتوالیباتوالی حاصلمقایسه

وجودعدمودرستی سکانس) NCBI(جهانیژنبانک

.  نشان دادراشدهکلونتوالیدرتغییرگونههر

-pEGFP-C2نوترکیبپلاسمیدرويآنزیمیهضمنتیجه-3شکل

lnT
) Un Cut: کنترل پلاسمید (1شماره 

M : 1مارکرKbالوگ فرمنتاز (شماره کاتشرکتساخت
SM0311(.

وکتوربهمربوطبازيجفت4735باند تشکیل: 3و 2ي هاشماره
2C-pEGFPژنبهمربوطبازيجفت1290و باندlnT

هايسلولدستکاريالکتروپوریشن و در نتیجهازپس

HDF،کشت محیطدرنئومایسینبهمقاومهايسلول

وکتورموفقفعالیتدهندهنشانکهگردیدحاصل

pEGFP-C-lnTانسانی هايسلولدرHDFنتایج. است

ییدأتبرايRT-PCRاختصاصیواکنشانجامازحاصل

هاي یوکاریوتیسلولهلیکوباکتر پیلوري درlnTژن بیان

رويPCRانجامازپسکهطوريبه. بودمثبت

cDNAتستازدست آمدهبيهاRT-PCRبراي

،lnTژنحاملنوترکیبوکتورکنندهدریافتهايسلول

اما. شدتشکیلlnTژنبهمربوطبازيجفت1290باند

مثبتنوترکیب،وکتورفاقدهايسلولبرايآزمایشهمین

درlnTژنموفقبیانیدؤمآزمایشایننتایج. نبود

دهنده نشان5شکل .)4باشد (شکل میHDFيهاسلول

، lnTکیلودالتونی مربوط به محصول پروتئینی ژن 47باند 

است.SDS-PAGEروي ژل 
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ي یوکاریوتی به هادر سلولlnTبررسی بیان ژن نتیجه-4شکل
RT-PCRروش 

M : 1مارکرKbفرمنتاز  (شماره کاتالوگ شرکتساخت
SM0311(.

: کنترل منفی  1شماره 
lnTژنبهمربوطبازيجفت1290باند تشکیل: 2شماره 

هاي یوکاریوتی به در سلولlnTبررسی بیان ژن نتیجه-5شکل
SDS-PAGEروش 

کیلودالتونی 47که باند lnTکننده ژن هاي بیان: سلول1شماره 
را نشان می دهد.LnTمربوط به پروتئین 

: سلول ترانسفرم نشده (شاهد فاقد پلاسمید نوترکیب 2شماره 
pEGFP-C2-lnT(

رموساینتیفیک (شماره کاتالوگ مارکر پروتئینی شرکت ت: 3شماره 
26616(

بحث
ترینپیلوري جزء شایعهلیکوباکترجا که عفونتاز آن

ازدرصد%50-75%باکتریایی است و در هايعفونت

دردههچندبراياستجمعیت جهان نفوذ کرده و ممکن

برايدرمانی مختلفیهاي،رژیم]1[بماندباقیآلودهافراد

استپیشنهاد شدهپیلوريوباکترهلیککردنکنریشه

همراهپروتونپمپکنندهمهارازاستفاده:از جمله.]17[

علاوهبهسیلینآموکسیبیوتیک مانندآنتیچندبا

اول درمانخطعنوانمترونیدازول بهیاکلاریترومایسین

، ]18[شده گرفتهنظرپیلوري درهلیکوباکتربراي عفونت

منجردرماننوعاینمختلفیدلایلبهمواردبیشترکه در

.]19[شود میشکستبه

درمان،نحوهاینموفقیتعدمعللترین یکی از شاخص

. استهابیوتیکآنتیازیکیمقاومت هلیکوباکتر پیلوري به

تواند هلیکوباکتر پیلوري که میعفونتدرمانیکی از انواع

هايباديآنتیازاستفادهزیادي باشدمزایايداراي

اختصاصی هم قادر به شناساییاست کهاختصاصی

بهآنچسبیدنازهموباشدپیلوري میهلیکوباکتر

کند جلوگیري میانسانگوارشسیستمتلیالاپیسطوح

]20[ .

هزینه از ها داراي مراحل پرباديجا که تولید آنتیاز آن

،]21[باشد جمله تولید پروتئین نوترکیب و تخلیص آن می

توان از گیر چنین فرآیندهایی میجهت کاهش چشم

DNAمشخص شده است که اًواکسن استفاده نمود. اخیر

نوکلئیک سبب تحریک ایمنی هاي اسید استفاده از واکسن

گردد که ایمنی هومورال میایمنی هومورال سلولی و

٣٢١

12
4
70
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32

26
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هاي بعدي محافظت کند تواند میزبان را در برابر عفونتمی

روش جایگزینیکبهدستیابیضرورت، بنابراین]22[

- میبه نظرمفیدواکسیناسونمانندگیريپیشیادرمانی

انتخابراcagAژنازايناحیههمکارانوFarjadi.رسد

وکلونpET32پلاسمیددر،PCRانجامازو بعدنمودند

بیانپروتئینسپس. شدبیانکلیباکتري اشریشیادر

نتایج. دگردیبررسیآنسیتهژنیآنتیوتخلیصشده

ینبدو بودژنآمیزموفقیتبیانوکلونینگدهندهنشان

ژنیواکسنعنوانبهآنازتوانمیکهاستاینمعنی

.]23[نمود استفاده

Hasanzadehبیان و ،ايو همکاران در مطالعه

در هلیکوباکتر پیلوري را بررسی vacAژنیسیته ژن آنتی

ژنومی DNAطالعه نیز بعد از استخراج کردند. در این م

جهت تکثیر انجام شد. جهت PCRهلیکوباکتر پیلوري،

شد و بعد از مستعد pET32کلونینگ ژن وارد وکتور 

کلی با کلسیم کلرید، وکتور کردن باکتري اشریشیا

کلی کرده و از وارد اشریشیارا vacA-pET32نوترکیب 

ن بیانی براي تولید به عنوان میزباE.coli BL21باکتري 

-SDSپروتئین نوترکیب استفاده شد. سپس با روش 

PAGEجا که د. از آنگردییید أبیان پروتئین نوترکیب ت

یابی نشان داد ژن مورد نظر به درستی انتخاب نتایج توالی

دهنده بیان پروتئین نیز نشانSDS-PAGEشده و نتایج 

نوان یک واکسن توان به عاین پروتئین را می،نوترکیب بود

.]24[در نظر گرفت 

Ghasemiاي روي کلونینگ و بیان و همکاران مطالعه

براي تولید واکسن علیه 2babAزایی ناحیه بیماري

DNAهلیکوباکتر پیلوري انجام دادند. بعد از تخلیص 

، جهت کلونینگ، ژن مورد نظر 2babAباکتري و تکثیر ژن 

2babA-pTZرکیبشد. سپس وکتور نوتpTZوارد وکتور 

. ژن مورد نظر با استفاده گردیدکلی وارد باکتري اشریشیا

از روش هضم آنزیمی جداسازي شد و آزادي ژن با 

بررسی گردید. جهت بیان از %1الکتروفورز روي ژل آگارز 

سیستم بیانی پروکاریوتی استفاد شد. بیان پروتئین 

ج نتایأیید شد وتSDS-PAGEنوترکیب نیز به روش 

به درستی 2babAاین بود که ژن دهندهیابی نشانتوالی

توان از آن به عنوان کاندیدي براي انتخاب شده و می

.]25[واکسن ژنی علیه هلیکوباکتر پیلوري استفاده کرد 

Malekiاي از ژن و همکاران ناحیهcagA را براساس

PCRانفورماتیکی شناسایی کردند و بعد از انجام برنامه بیو

و بیان ژن در باکتري pET32و کلون کردن در ناقل 

-SDSکلی، سپس صحت بیان پروتئین به روش اشریشیا

PAGEکلونینگ دهندهجا که نتایج نشانیید شد. از آنأت

توان میشد که احتمالاًگزارشآمیز این ژن بود، موفقت

دست آمده را به عنوان کاندیداي پروتئین نوترکیب ب

و Doosti. ]26[واکسن ژنی معرفی کرد مناسب براي 

به ترتیب مربوط به بروسلا stX2و P39همکاران دو ژن 

pcDNA3.1کلی را درون وکتور ملیتنسیس و اشریشیا

-pcDNA3.1کلون نمودند و سازواره ژنی  stX2-p39 به را

عنوان واکسن ژنی دوگانه بر علیه اشریشیا کلی و بروسلا 

.]27[ملیتنسیس معرفی نمودند

Soleimani و همکاران بر روي ژنhpaA هلیکوباکتر

از DNAاي انجام دادند. بعد از استخراج پیلوري مطالعه

هلیکوباکتر پیلوري، با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی ژن 

hpaA ،PCR انجام شد. جهت انجام کلونینگ ژن وارد
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و سپس وکتور نوترکیب وارد باکتري pET28aوکتور

یید کلونینگ از روش هضم أشد. براي تکلییااشریش

د. گردیهاي استخراج شده استفاده آنزیمی روي پلاسمید

) BL21جهت بیان ژن از پروکاریوت (اشریشیا کلی سویه 

نیز براي تایید بیان SDS-PAGEاستفاده شد. از روش

جا که تمام نتایج این پروتئین نوترکیب استفاده شد. از آن

توان موفقیت آمیز بود در نتیجه میhpaAتحقیق براي ژن

تواند جهت تولید واکسن ژنی علیه گفت این مطالعه می

.]28[هلیکوباکتر پیلوري کمک کننده باشد 

ازشدهذکرمحققینتوسطگرفتهصورتمطالعات

بیانبررسیوپیلوريهلیکوباکترژنسازيهمسانهلحاظ

مطالعهباشدههساختسازوارهتوسطشدهتولیدپروتئین

دارد، با این تفاوت که در این مطالعه از همخوانیحاضر

جهت کلونینگ و از وکتور بیانی pTZ57R/Tوکتور 

pEGFP-C2هاي یوکاریوتی جهت بیان ژن در سلول

داراي یک ناحیهpEGFP-C2استفاده شد. وکتور بیانی 

- پستانداران میهايدر سلولSV40شروع همانندسازي 

بنابراین این وکتور در سلول جانوري بیان دارد.باشد،

ممکن است محدودیت جذب پلاسمیدهاي نوترکیب به 

ي نوترکیب و کاهش بیان محصول ژن هدف هادرون سلول

هاي ژنی باشد هاي تحقیق در زمینه واکسناز محدودیت

که البته با کاربرد انواع نانوذرات یا استفاده از 

مساله حل شود.الکتروپوریشن بافتی این 

گیرينتیجه
سازي موفقیت در این مطالعه، کلونآمدهدستبهنتایج

چنین در این تحقیق را نشان داد. همlnTآمیز ژن 

وکتورpEGFP-C2بیانیمشخص شد که پلاسمید

47باندمشاهدهوباشدمیlnTژنبیانبرايمناسبی

ژناینبیانبردلالتSDS-PAGEروشبهکیلودالتونی

- میرسدبنابراین به نظر مییوکاریوتی دارد.هايسلولدر

یکعنوانبهpEGFP-C2-lnTسازواره ژنی ازتوان

براي تحقیقات آینده استفادهواکسنايانديپلاسمید

.نمود

تشکر و قدردانی
آزاددانشگاهبیوتکنولوژيبخشمسئولینازوسیلهبدین
و تجهیزاتامکاناتدلیل ارائهشهرکرد بهواحداسلامی

نامهپایانقالبدرپژوهشاینجهت انجامآزمایشگاهی

دکتر حسین انصاري چنین از جناب آقايهموکارشناسی ارشد
وتشکرهاي علمیحمایتدلیلرضا کبیري بهو آقاي حمید

..گرددمیقدردانی
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Survey of Helicobacter Pylori lnT Gene Expression in HDF Cells by RT-

PCR Method
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Background and Objectives: Helicobacter pylori is a gram-negative and spiral bacterium that causes stomach

and duodenal disease in humans. Because of the presence of disadvantages in antibiotic therapies, increasing

efforts have been made to produce effective vaccine for this infection. The aim of this study was to generate a

construct carrying the lnT gene and to survey its expression in human cells with RT-PCR method.

Materials and Methods: In this laboratory study, lnT gene from the genome of Helicobacter pylori bacterial

was isolated via polymerase chain reaction (PCR). Cloning of the PCR products was done by T/A cloning

method in the appropriate T vector. Then, the lnT gene was subcloned into a pEGFP-C2 eukaryotic expression

vector. To study the lnT gene expression, the final pEGFP-C2-lnT construct was transformed into human dermal

fibroblasts (HDF) cells by electroporation and its expression was analyzed by RT-PCR.

Results: The performance of the PCR resulted in amplification of 1290 bp segment as to lnT gene. This gene

was successfully cloned in pTZ vector and enzyme digestion and sequencing results showed lnT gene was

subcloned in the expression vector and final construction of the pEGFP-C2-lnT was created. Gene expression

analysis by RT-PCR showed the relevant band.

Conclusion: Based on the obtained results, lnT gene cloned in the pEGFP-C2 eukaryotic expression vector has

the ability to produce the specific product of this gene in eukaryotic cells. Therefore, this gene construction has

the required potential to evaluate the immunogenicity in an animal model as a gene vaccine against Helicobacter

pylori.
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