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 چكيده
 تحرك و فلاژل يانب ت.اس ساخته عفونت به مبتلا جهاني ابعاد در را انساني جوامع که است باکتری ترينشايع پيلوری هليكوباکتر :زمينه

 در کليدی نقش که باشدمي فلاژلين کننده کد هایژن از يكي flaA ژن است. مهمي بسيار عامل آن ويرولانس و کلونيزاسيون در باکتری

 و سازواره ساخت طراحي، مطالعه اين از هدف باشد.مي توجه مورد نيز بخشي ايمني نظر از و دارد آن کلونيزاسيون و باکتری حرکت

 است. يوکاريوتي هایسلول در پيلوری هليكوباکتر flaA ژن بيان بررسي

 پرايمرهای با flaA ژن و تخليص ژنومي DNA استاندارد، سويه پيلوری هليكوباکتر از ابتدا تجربي، مطالعه اين در :هاموادوروش

 به گرديد. کلون pTZ پلاسميد در T/A سازی همسانه تكنيک از گيریبهره با سپس شد. جداسازی و تكثير PCR روش به اختصاصي

 گرديد. کلون ساب pcDNA3.1(-) بياني وکتور در و شد خارج pTZ پلاسميد از flaA ژن نهايي، سازواره ايجاد و flaA ژن بيان منظور

  تكنيک با flaA ژن يوکاريوتي بيان و منتقل CHO جانوری سلول به الكتروپوريشن روش هب flaA(-)pcDNA3.1- سازواره

SDS-PAGE شد. بررسي 
 است. يافته تكثير TOP10F ةسوي کلای اشريشيا باکتری در و کلون pTZ وکتور در flaA ژن PCR محصول دهدمي نشان نتايج ها:يافته

 هليكوباکتر flaA ژن بيان بررسي نهايت در است. flaA(-)pcDNA3.1- نهايي سازواره تشكيل از حاکي توالي تعيين و آنزيمي هضم همچنين

 باشد.مي يوکاريوتي سيستم در flaA ژن محصول موفق بيان به قادر حاصل ژني سازواره داد نشان ،CHO جانوری سلول در پيلوری
 هایسلول در پيلوری هليكوباکتر flaA ژن پروتئيني محصول بيان به قادر flaA-(-)pcDNA3.1 نهايي سازواره اينكه به توجه با :گيرینتيجه

 ژني هسازوار که گفت توانمي درستي به بنابراين است. باکتری اين مهم هایژن آنتي از يكي فلاژلين پروتئين و باشدمي جانوری

-flaA(-)pcDNA3.1 آينده تتحقيقا در و باشدمي پيلوری هليكوباکتر عليه ژني هایواکسن زمينه در استفاده برای مناسبي کانديدای 

 گرفت. بهره آزمايشگاهي حيوانات در زايي ايمني بررسي برای آن از توانمي
 الكتروپوريشن سازی،کلون ،flaA ژن ،پيلوری هليكوباکتر :کليدی واژگان
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 مقدمه
 وازیه کم مارپیچی، باکتری یك پیلوری هلیکوباکتر

 5/3 حدود که است منفی گرم و )میکروآئروفیلیك(

 زیر دارد. عرض میکرون 5/0 و طول میکرون

 هر در فلاژل 7 تا 3 بین بالا نمایی درشت با میکروسکوپ

 در باکتری حرکت برای هافلاژل که شودمی دیده باکتری

 قرار استفاده مورد معده( مخاط )سطح ایژله هایمحیط

 اصلی عوامل از پیلوری هلیکوباکتر (.2 و 1) گیرندمی

 سرطان معده، زخم دئودنوم، زخم فعال، مزمن گاستریت

 باکتری این (.3) است شده شناخته معده لنفوم و معده

 و اختهس مبتلا را انسانی جوامع که است باکتری ترینشایع

 گفته همچنین کند. آلوده را افراد تولد بدو از تواندمی

 باکتری این میزبان دنیا مردم درصد 50 از بیش که شودمی

 رد متعددی هایبررسی و مطالعات تاکنون (.5 و 4) هستند

 مختلف قمناط در پیلوری هلیکوباکتر با عفونت شیوع مورد

 یوعش هایمیزان بیانگر آنها نتایج که است شده انجام دنیا

 در (.6) است بوده مختلف مناطق در اختلاف و متفاوت

 رهلیکوباکت از ناشی عفونت یافته، توسـعه کشورهای

 کشورهای در و بالغ جمعیت درصد 20-40 بین در پیلوری

 نزدیك و اسـت بالاتر عفونت این میزان توسعه حال در

  (.7) گیردمی بر در را بالغ جمعیت درصد 00 بـه

 لوریپی هلیکوباکتر زاییبیماری در متعددی فاکتورهای

 آز،اوره تاژک، به توانمی جمله از دارند دخالت

 و 0) کرد اشاره هاچسبنده و A ژن با مرتبط سیتوتوکسین

 یلوریپ هلیکوباکتر تاژک مورد در ایگسترده مطالعات (.9

 در اندامك این کلیدی نقش ةدهند نشان که گرفته صورت

 مخاط رد پاتوژن این عفونت ایجاد و کلونیزاسیون استقرار،

 یدهپیچ دستگاه مونتاژ و ترشح بیان، در (.10) است معده

 پروتئین 50حدود از بیش پیلوری هلیکوباکتر در تاژک

 تشکیل هاپروتئین این از تا 20 حداقل که دارند. نقش

 هستند تاژک رشته و قلاب پایه، ساختاری اجزای دهنده

 روتئینپ شده، تشکیل فلاژلین نوع دو از تاژک رشته (.11)

 سرتاسر در که نوکلئوتید 1530 از مرکب flaA ترفراوان

 نظر به که flaB تربزرگ پروتئین و است پراکنده رشته

  (.12) باشدمی أمبد نزدیك در انحصاری طور به رسدمی

 شمار هب ایمنی سیستم مهم اهداف از یکی عنوان به فلاژلین

 اینگولهز شبه هایهگیرند برای لیگاند یك عنوان به و رفته

 هایسلول TLR5 (Toll-like receptor 5) یا فعال

 وسطت TLR5 تحریك (.13) نمایدمی عمل میزبان

 یایمن هایپاسخ سازی فعال به منجر مختلف هایپاتوژن

 flaA (.14) گرددمی اکتسابی ایمنی آن دنبال به و ذاتی

 ممکن TLR5 داخلی فعالیت کاهش با پیلوری هلیکوباکتر

 داومم کلونیزاسون و میزبان ایمنی پاسخ از فرار به است

  (.15) کند کمك باکتری

 عفونت درمان هایراه از یکی بیوتیكآنتی از استفاده

 سترشگ به توجه با شود.می محسوب پیلوری هلیکوباکتر

 جانبی عوارض ،پیلوری هلیکوباکتر عفونت شیوع

 در یتموفق عدم بیوتیکی،آنتی مقاومت ها،بیوتیكآنتی

 در یلوریپ هلیکوباکتر بالای پایداری و عفونت کنیریشه

 عدم ری،باکت غیرفعال اشکال بر ثیرأت عدم انسانی، میزبان

 بالا، هزینه و بودن دارویی چند دلیل به بیمار همکاری

 مانند یپیشگیر یا درمانی جایگزین روش یك به دستیابی

 نسل هایواکسن (.16) باشدمی ضروری واکسیناسیون

 این هستند. DNA واکسن یا ژنی هایواکسن سوم

 هک است پلاسمیدی مستقیم تزریق واقع در هاواکسن

 دارد را بدن هایسلول داخل در نظر مورد ژن بیان قدرت

 از ناشی هایبیماری برابر در زاییایمنی باعث تواندمی و

 یحت و شوند ویروس باکتری، مانند مختلف هایپاتوژن

 تواندمی نیز ژنتیکی أمنش با هایبیماری و تومورها برای

 شده مشاهده حیوانی هایمدل در (.17) باشند داشته کاربرد

ه واکسیناسیون که  ایمنی ایجاد ـببس DNA وسـیله بـ

 نیژ هایاسـت.واکسن شـده عفونی عوامل از بسیاری علیه
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 تولید چون: مزایایی دارای هاواکسن سایر با مقایسه در

 نگهداری و سازی ذخیره محصول، بودن ترخالص تر،ساده

 (10) باشندآسانمی

 با و حاضر هایدرمان از ناشی مشکلات به توجه با

 این از ما هدف نوترکیب، هایواکسن مزایای به توجه

 نژ بیان بررسی و ژنی سازواره ساخت طراحی، مطالعه

flaA یوکاریوتی هایسلول در پیلوری هلیکوباکتر 

CHO باشد.می  
 

 هاموادوروش
 جانوری سلول و وکتورها باکتريايي، هایسويه

 یایی،باکتر استاندارد هایسویه به تجربی، مطالعه این در

 باکتری است. نیاز ژن سازیکلون و DNA استخراج برای

 ژن زیجداسا برای استاندارد، ةسوی پیلوری هلیکوباکتر

 هک گرفت قرار استفاده مورد تحقیق این در مطالعه مورد

 از شد. هیهت ایران پاستور انستیتو میکروبیولوژی بخش از

 سازی کلون برای Top10F ةسوی کلای اشرشیا باکتری

 ،E. coli سویه این شد. استفاده نوترکیب هایژن تکثیر و

 یاسلام آزاد دانشگاه بیوتکنولوژی تحقیقات مرکز از

 منظور به تحقیق این در همچنین شد. تهیه شهرکرد

 CHO سلول از جانوری، سلول رد flaA ژن بیان بررسی

 Chinese) چینی هامستر تخمدان سلول همان یا

Hamster Ovary) مرکز سلولاز این که شد استفاده 

 پزشکی علوم دانشگاه مولکولی و سلولی تحقیقات

 محصولات سازیهمسانه منظور به شد. دریافت شهرکرد

PCR سازیکلون روش به T/A، شرکت کیت از 

Thermo Fisher Scientific (که آمریکا کشور ساخت 

 که شد گرفته بهره (استpTZ57R/T پلاسمید حاوی

 یلینسآمپی به مقاومت ژن وکتور، این انتخابی نشانگر

 وروکت نام نگارش، سهولت منظور به مقاله این در است.

pTZ57R/T مخفف صورت به pTZ و شودمی نوشته 

 بیانی وکتور از است. باز جفت 2006 وکتور این اندازه

(-)pcDNA3.1 شرکت )ساخت Invitrogen، کشور 

 وکاریوتیی سیستم در شونده بیان وکتور عنوان به آمریکا(

 ئومایسینن به نسبت بیوتیکیآنتی مقاومت شد. استفاده

 و شده ترانسفرم جانوری هایسلول انتخاب برای

 خابانت برای سیلینآمپی به بیوتیکیآنتی مقاومت

 دیگر هایویژگی از شده، ترانسفرم باکتریایی هایسلول

 pcDNA3.1، 5427(-) وکتور اندازه است. وکتور این

 باشد.می باز جفت

 

 flaA ژن تكثير وDNA استخراج

 زا پیلوری هلیکوباکتر ژنومی DNA استخراج منظور به

 (ایران سیناژن شرکت ساخت) DNA استخراج کیت

 با پرایمر طراحی منظور به flaA ژن توالی شد. استفاده

 NCBI جهانی ژن بانك زا 991720FM ثبت شماره

 هک تحقیق این در استفاده مورد پرایمرهای شد. گرفته

 با هستند، نیاز مورد flaA ژن جداسازی و تکثیر برای

 پرایمر شدند. طراحی Gene runner افزار نرم کمك

 توالی دارای رفت
 

ACGGATATCATGGCTTTTCAGGTCAATACAA-3´ 5  ́

 برگشت پرایمر و
CTGGGTACCCTAAGTTAAAAGCCTTAAGATA-3  ́5  ́

 

 ساختن خارج یا و سازیکلون سهولت منظور به است.

 در آن مجدد سازیکلون و وکتور یك از flaA ژن

 از یك هر پریم -5 انتهای در دیگر، متفاوت وکتورهای

 نظر در آنزیمی برش سایت شده، طراحی پرایمرهای

 ایمرپر توالی در برش جایگاه که طوری به شد. گرفته

 در و EcoRV آنزیم برای GATATC سایت رفت

 برای GGTACC آنزیمی سایت برگشت پرایمر توالی

 توسط مذکور پرایمرهای شد. داده قرار KpnI آنزیم

 شدند. تولید سیناژن شرکت
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 مرازپلی زنجیرهای واکنش روش با flaA ژن تکثیر

(PCR) دش ساخته میکس ابتدا کار این برای شد. نجاما 

 غلظت با PCR بافر از میکرولیتر 125 مقدار حاوی که

X10 میکرولیتر 50 همراه هب MgCl2 50 غلظت با 

 10 غلظت با dNTP میکرولیتر 25 و مولارمیلی

 هب تزریق آب میکرولیتر 000 با و شد مخلوط مولارمیلی

 در PCR واکنش شد. رسانده میکرولیتر 1000 حجم

 به که طوری به شد. انجام میکرولیتر 25 نهایی حجم

 مخلوط از میکرولیتر 20 واکنش، میکروتیوپ هر ازای

 1 و رفت پرایمر میکرولیتر 1 )میکس(، شده ذکر

 هر از میکرومولار 1/0) برگشت پرایمر میکرولیتر

 )مقدار رقیق Taq آنزیم میکرولیتر 1 همچنین پرایمر(،

 آنزیم 5u/ul میکرولیتر 25/0 شامل آنزیم واحد 25/1

DNA پلیمراز Taq میکرولیتر هر در واحد 5 غلظت با 

 پمیکروتیو یك در مقطر( آب میکرولیتر 75/0 علاوه هب

 میکرولیتر 2 آخر در شدند. مخلوط لیتری،میلی 2/0

 وطمخل به پیلوری هیلکوباکتر DNA از نانوگرم( 100)

 طرهق یك تبخیر، از جلوگیری برای شد. اضافه واکنش

 یوپمیکروت هر به استریل معدنی روغن میکرولیتر( 20)

 شد. اضافه

 اول مرحله شد. انجام مرحله سه رد PCR دمایی برنامه

 5 مدت به گرادسانتی درجه 94 در اولیه حرارت شامل

 چرخه 30 از متشکل دوم مرحله و چرخه( )یك دقیقه

 94) کردن دناتوره جهت اول قسمت بود. قسمتی سه

 رایب دوم قسمت دقیقه(، یك مدت به گرادسانتی درجه

 به گرادسانتی درجه 63) الگو DNA به پرایمرها اتصال

 هدف ژن تکثیر جهت سوم قسمت و دقیقه( یك مدت

 ایتنه در بود. دقیقه( یك مدت به گرادسانتی درجه 72)

 به گرادسانتی درجه 72 حرارت در نهایی تکثیر مرحله

 بررسی شد. انجام چرخه یك برای و دقیقه 5 مدت

 5/1 آگارز ژل روی بر آن الکتروفورز با PCR محصول

 استفاده اب الکتروفورز نتیجه بررسی گرفت. انجام درصد

 مشاهده و بروماید اتیدیوم محلول با ژل آمیزیرنگ از

 پذیرفت. صورت Uvdoc دستگاه با آن
 

 T/A سازی کلون

 ابتدا pTZ پلاسمید در flaA ژن سازی کلون برای

 آگارز از ممکن مقدار کمترین همراه به PCR محصول

 سسپ شد. بریده ژل روی از اسکالپل تیغ با آن، همراه

 )شرکت ژل از DNA تخلیص کیت از استفاده با

Bioneer، محصول گردید. سازیخالص جنوبی(، کره 

PCR کیت از استفاده با شده، تخلیص T/A ساخت( 

 کار دستور اساس بر آمریکا(، ،ThermoFisher شرکت

 واکنش منظور این به گردید. pTZ وکتور وارد کیت،

 و شد انجام pTZ پلاسمید و FlaA ژن بین اتصال

 سویه E. coli هایباکتری در اتصال محصول

TOP10F دکلری از استفاده با شیمیایی روش به که 

 .شد ترانسفورم بودند، شده مستعد مولار( 1/0کلسیم)

 پلیت روی شده ترانسفرم هایباکتری سپس

LB-Agar 50) سیلینآمپی بیوتیكآنتی حاوی 

 گرادسانتی درجه 37 در لیتر(میلی هر در میکروگرم

 به ها،کلنی مشاهده از پس شدند. داده شبانه کشت

 تعداد ،شده ترانسفرم هایباکتری تکثیر و حفظ منظور

 لیتپ روی آنها از و انتخاب تصادفی صورت به کلنی 20

LB-Agar کسماتری سیلین،آمپی بیوتیكآنتی حاوی 

 در ساعت 16 مدت به حاصل هایماتریکس شد. تهیه

 بین از شدند. نگهداری گرادسانتی درجه 37

 یتصادف صورت به تعدادی یافته، رشد هایماتریکس

 محیط لیترمیلی 5 حاوی هایلوله در و انتخاب

LB-Broth داده تکش سیلینآمپی بیوتیكآنتی با همراه 

 تفادهاس با مرحله، این در یافته رشد هایباکتری از شدند.

 تخلیص وبی(،نج کره ،Bioneer )شرکت کیت از
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 سازیلونک درستی اولیه ییدأت و گرفت صورت پلاسمید

 انجام و flaA ژن اختصاصی پرایمرهای از استفاده با ژن

PCR، هایآنزیم با آنزیمی هضم همچنین EcoRVو 

KpnI سازواره شد. نجاما pTZ-FlaA این در حاصل 

 Generay شرکت توسط نهایی، ییدأت جهت مرحله

 گردید. توالی تعیین چین کشور

 

 بياني وکتور در ژن سازی کلون

 قبل مرحله در کهpTZ-flaA نوترکیب پلاسمید

 هایآنزیم استفاده با است، گردیده ییدأت و تخلیص

 flaA ژن تا شد. بریده KpnI و EcoRV محدودالاثر

  بیانی وکتور دیگر، طرف از گردد. جدا وکتور از

(-)pcDNA3.1 برش شده ذکر هایآنزیم توسط نیز 

 محصولات گردد. flaA ژن پذیرش آماده تا شد داده

 درصد 1 آگارز ژل روی مذکور، آنزیمی هضم

  وکتور و flaA ژن قطعه شدند. الکتروفورز

(-)pcDNA3.1 شدند بریده ژل روی از شده، خطی 

 داده قرار میکروتیوب، دو در جداگانه صورت به و

 کیت از استفاده با ژل از DNA تخلیص شدند.

 وکتور و ژن برای جنوبی(، کره ،Bioneer )شرکت

  شد. انجام بیانی

  حامل و flaA ژن بین اتصال ایجاد منظور به

(-)pcDNA3.1 آنزیم از ژل، از شده خالص T4 لیگاز 

 3 صورت، به اتصال مرحله گرهایواکنش شد. استفاده

 9 نانوگرمpcDNA3.1 (60 ،)(-) حامل از میکرولیتر

 رباف از میکرولیتر 2 نانوگرمFlaA (100 ،) ژن از میکرولیتر

X10 آنزیم از میکرولیتر 1 و لیگاز T4 در واحد( 1) لیگاز 

 یگریکد با مقطر، آب افزودن با میکرولیتر 20 نهایی حجم

 ریباکت در کردن ترانسفورم مراحل سپس شدند. مخلوط

E. coli طابقم بیوتیك،آنتی حاوی پلیت روی بر کشت و 

 flaA– نهایی سازواره درستی ییدأت شد. انجام قبل مرحله

(-)pcDNA3.1هایروش با PCR، نهایتاً و آنزیمی هضم 

  شد. بررسی توالی تعیین

 

 بهflaA (-)pcDNA3.1– نهايي سازواره انتقال

 جانوری هایسلول

 سلول رد flaA ژن بیان بررسی منظور به تحقیق این در

 هامستر تخمدان سلول همان یا CHO سلول از جانوری،

 برای و شد استفاده (Chinese Hamster Ovary) چینی

 الکتروپوریشن روش از هاسلول این ترانسفورمیشن

 Bio-Rad شرکت Gene Pulser Xcell مدل )دستگاه

 ن.الکتروپوریش انجام منظور به شد. گرفته بهره آمریکا(

 حجم در و مارشش CHO هایسلول از 2×106 تعداد

 الکتروپوریشن مخصوص 4/0 کووت در میکرولیتر 400

 از میکرولیتر هر در نانوگرم 000 مقدار سپس شد. ریخته

 هایسلول به ،flaA (-)pcDNA3.1– نوترکیب وکتور

 و شد اضافه هود( )زیر استریل شرایط در کووت درون

 تمیز و خشك از پس و یخ روی دقیقه 5 مدت به کووت

 دستگاه در ت،وکو بیرونی هایدیواره نمودن

 رایطش در الکتریکی پالس شد. داده قرار الکتروپوریشن

 و شد داده هاسلول به میکروفاراد 400 و ولت کیلو 174/0

 داده قرار یخ روی دقیقه 2 مدت به بلافاصله هاسلول

 فلاسك در شده الکتروپوریت هایسلول سپس .شدند

 و FBS درصد 10 همراه به RPMI محیط حاوی کشت

 داده شتک استرپتومایسین و سیلینپنی هایكیبیوتآنتی

 درجه 37 دمای با انکوباتور در ساعت 6 مدت به و شدند

 هر به سپس شدند. داده قرار CO2 درصد 5 و گرادسانتی

 هر در میکروگرم 100 مقدار کشت هایفلاسك یك

 برای یانتخاب )مارکر نئومایسن بیوتیك آنتی لیترمیلی

 و شد هاضاف نوترکیب( وکتور با شده ترانسفرم هایسلول

  انکوباتور در دیگر ساعت 72 مدت به هاسلول

 گردیدند. نگهداری
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 SDS-PAGE انجام

 فاتسول دودسیل سدیم آکریلامید پلی ژل الکتروفورز

(SDS-PAGE) اهپروتئین جداسازی برای تکنیکی 

 الکتریکی جریان یك در حرکتشان توانایی براساس

 شانمولکولی وزن یا پپتیدی پلی زنجیره طول براساس

 سدیم دترجنت از استفاده با روش این در باشد.می

 ینب از پروتئین سوم و دوم ساختار سولفات دودسیل

 در پروتئینی هایزنجیره صورت به هاپروتئین و رودمی

 سازیجدا برای گسترده طور به که ژلی سیستم آیند.می

 مسیست شودمی استفاده هاپروتئین از وسیعی طیف

Laemmli ژل دو شامل سیستم این باشد،می 

Resolving و Stacking ژل باشد.می Stacking به 

 ژل و کندمی کمك باندها درون هاپروتئین قرارگیری

Resolving ژل با آن آکریلامید درصد که Stacking 

 وزن براساس هاپروتئین جداسازی باشد،می متفاوت

 دییأت تحقیق این در باشد.می دارعهده را شانمولکولی

 شد. انجام SDS-PAGE روش به پروتئین بیان

 متناوب انجماد و ذوب روش به CHO هایسلول

(freeze and thow) سوسپانسیون و شدند متلاشی 

 به نهامیلتو سرنگ از استفاده با سلولی ةعصار از حاصل

 از یکی در همچنین گردید. وارد ژل روی هایچاهك

 شد تهریخ پروتئین نشانگر میکرولیتر 5 مقدار هاچاهك

 صورت ساعت 3 مدت به ولت 200 ولتاژ با الکتروفورز و

 شدن مشخص برای الکتروفورز اتمام از پس گرفت.

 ماسیکو با ژل آمیزیرنگ شده، الکتروفورز هایپروتئین

 گرفت. انجام بلو

 

 هايافته
 پيلوری هليكوباکتر flaA ژن جداسازی و تكثير

 اب پیلوری هلیکوباکتر باکتری از DNA استخراج

 شده تخلیص یDNA الکتروفورز شد. انجام موفقیت

 مناسب کیفیت دهنده نشان درصد، 1 آگارز ژل روی

DNA انجام برای PCR .بود  

 اختصاصی پرایمرهای از استفاده با PCR واکنش انجام

 مربوط بازی جفت 1545 باند تشکیل به منجر ،flaA ژن

 ژل روی PCR محصولات باشد.می محصول این به

 زا حاصل نتایج که گردیدند الکتروفورز درصد 5/1

PCR ژن flaA است. آمده 1 شکل در 

 

 
 

 .PCR روش به flaA ژن تکثیر (1 شکل

 1545 باند :5 و 4 ،2 ستون فرمنتاز، شرکت ساخت 1kb مارکر :1 ستون

  منفی کنترل :3 ستون وflaA ژن تکثیر به مربوط بازی جفت

 (DNA بدون PCR )نمونه

 

 کلونينگ ساب و T/A سازیکلون

 و کلون pTZ وکتور در ابتدا flaA ژن PCR محصول

 شد. کلون ساب pcDNA3.1(-) بیانی وکتور در سپس

 ،T/A تکنیك از استفاده با flaA ژن ابتدا که صورت بدین

 رودمی انتظار مرحله این در شد. کلون pTZ پلاسمید در

 ییدأت باشد. آمده دستهب pTZ-flaA نوترکیب وکتور

 هضم ،PCR روش سه به ژنی سازواره این تشکیل درستی

 روی PCR انجام نتایج شد. بررسی توالی تعیین و آنزیمی

 این اغلب که داد نشان آمده، بدست پلاسمیدهای

 ند.باشمی پیلوری هلیکوباکتر flaA ژن حاوی پلاسمیدها،

 ظیرن ییدیأت هایتست از آمده بدست هاییافته همچنین

 ژن یساز کلون درستی نیز توالی تعیین و آنزیمی هضم
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flaA پلاسمید در pTZ نوترکیب وکتور تشکیل و pTZ-

flaA ژن بیان برای کردند. مشخص را flaA است لازم 

 در و خارج pTZ-flaA نوترکیب وکتور درون از ژن این

 از ورمنظ این به شود. درج یوکاریوتی بیانی وکتور یك

 استفاده pcDNA3.1(-) یوکاریوتی شونده بیان وکتور

 با که بیانی وکتور این در flaA ژن درج نتایج شد.

 شانن شد، بررسی توالی تعیین و آنزیمی هضم های،روش

 شده تشکیل flaA-(-)pcDNA3.1 نهایی سازواره داد

 و EcoRV آنزیم دو با سازواره این آنزیمی هضم است.

KpnI لتشکی موجب آگارز ژل روی الکتروفورز سپس و 

 هب مربوط ترتیب به بازی جفت 1545 و 5427 باند دو

 (.2 )شکل گردید flaA ژن و pcDNA3.1(-) وکتور

 در شده کلون flaA ژن توالی تعیین از حاصل هایداده

 و شد BLAST جهانی ژن بانك پایگاه در نهایی سازواره

 در یدینوکلئوت تغییر یا جهش هیچگونه که داد نشان نتایج

  مورد آن توالی درستی و نیامده بوجود ژن این توالی

 است. ییدأت

 

 
 

 KpnIوEcoRV آنزیم دو با flaA-(-)pcDNA3.1 نهایی سازواره آنزیمی هضم (2 شکل

 ساخت 1kb مارکر :4 ستونpcDNA3.1(-)پلاسمید به مربوط بازی جفت 5427 باند و flaA ژن تکثیر به مربوط بازی جفت 1545 باند :3 و 2 ،1 ستون

  آنزیمی هضم انجام دونب flaA-(-)pcDNA3.1پلاسمید :5 ستون و فرمنتاز شرکت

 

 ژن بيان و الكتروپوريشن

 نهایی سازواره الکتروپوریشن از پس

flaA-(-)pcDNA3.1 هایسلول رد CHO و کشت و 

 سلول این در flaA ژن بیان بررسی منظور به آنها، ییدأت

 اابتد که صورت بدین شد. انجام SDS-PAGE جانوری،

 یكبیوتآنتی حضور در شده ترانسفرم CHO هایسلول

 در هاسلول داد، نشان نتایج شدند. داده کشت نئومایسین

 این به نسبت نئومایسین حضور در کشت مراحل

 میدپلاس دریافت یدؤم که اندشده مقاوم بیوتیكآنتی

 حاصل نتایج باشد.میflaA-(-)pcDNA3.1 نوترکیب

 عمودی ژل روی هاسلول این عصاره الکتروفورز از

SDS-PAGE اد،د نشان بلو کوماسی با آن آمیزیرنگ و 

 در flaA ژن محصول به مربوط کیلودالتونی 56 باند

 (.3 )شکل است هشد تشکیل شده ترانسفرم هایسلول
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 دالتونی کیلو 56 پروتئین تشکیل و flaA ژن بیان نتیجه (3 شکل

 مارکر :3 شماره وflaA-(-)pcDNA3.1 بیانی پلاسمید با شده ترانسفرم سلول :2شماره نشده ترانسفرم سلول :1 شماره

 

 بحث
 در فونیع عوامل ترینشایع از یکی پیلوری هلیکوباکتر

 در بسیار هایتلاش رغمعلی باشد.می انسانی جوامع

 تا ونت،عف این از پیشگیری برای واکسن یافتن راستای

  (.19) است نشده تولید آن علیه ثریؤم واکسن کنون

 قدرت واکسن، یك بخشی اثر در رکن ترینمهم

 مهم هایژن آنتی جمله از است. آن ژنیسیتهآنتی

 نام ار تاژکی هایژن آنتی توانمی ،پیلوری هلیکوباکتر

 به که دارد تاژک 7 تا 5 بین پیلوری هلیکوباکتر برد.

 بخشد.می کلونیزاسیون و تحرک قدرت ،باکتری

 فحذ سبب که هاییموتاسیون که داده نشان هابررسی

 یزایبیماری کاهش موجب گردند،می باکتری هایفلاژل

  در تاژکی هایپروتئین شوند.می باکتری

 و (FlaA) اصلی هایپروتئین شامل پیلوری هلیکوباکتر

 هب مبتلا نابیمار سرم بررسی باشند.می (FlaB) فرعی

 علیه اختصاصی بادی آنتی وجود ،پیلوری هلیکوباکتر

  (.20) است نموده اثبات را FlaB و FlaA هایژنآنتی

 بر ژنی سازواره ایجاد به اقدام ،همکاران و (Yan) یان

 .نمودند پیلوری هلیکوباکتر flaB و flaA هایژن اساس

 از مجزا صورت به را ژن دو این از یك هر محققان این

 روش به و نموده جداسازی پیلوری هلیکوباکتر ژنوم

 را مذکور هایژن سپس کردند. کلون ،T/A سازیهمسانه

 pET32a نام به پروکاریوتی پلاسمید در فیوژن صورت به

  پرداختند. مربوطه پروتئین بیان بررسی به و وارد

 تئینپرو بیان موفقیت دهنده نشان آنها تحقیقات نتایج

 بود. flaB و flaA ژن دو سازی کلون از حاصل فیوژن

1                     2                     3 

 KD 

 KD 

 KD 

 KD 

 KD 
56 KD 
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 پیلوری هلیکوباکتر flaA ژن انتخاب لحاظ از تحقیق این

 اشتهد شباهت ما کار با بیان، بررسی و سازی کلون برای

 تئینپرو تولید و پروکاریوتی بیان شامل دیدگاه دو از اما

 رزیابیا یوکاریوتی بیان صورت به که ما تحقیق با فیوژن

 که ددادن نشان نمحققا این باشد.می متفاوت است، گردیده

 سیستم در نوترکیب صورت به تاژکی هایژن بیان

 موفق یانب نیز ما تحقیق در و است میزآموفقیت پروکاریوتی

 در (.21) رسید اثبات به یوکاریوتی سیستم در flaA ژن

 بررسی به محققان از گروهی گرفته، صورت تحقیق

 صورت به پیلوری هلیکوباکتر flaA ژن بیان و کلونینگ

 پرداختند. E. coli باکتری flaC ژن با همراه کایمریك

 وترکیبن پروتئین از استفاده محققین، این تحقیق از هدف

FlaA بردکار و پیلوری هلیکوباکتر ژن آنتی عنوان به flaC 

 است. هبود مأتو صورت به ادجوانت عنوان به کلی اشریشیا

 رکنا در دو هر ادجوانت، و ژن آنتی تحقیق این در واقع در

 ژن با پژوهش، این در flaA از استفاده اند.شده بیان هم

 اهمیت دهنده نشان و است مشابه ما کار در استفاده مورد

 تحقیقات برای مناسب کاندید عنوان به flaA ژن بالای

 طور به (.22) باشدمی پیلوری هلیکوباکتر علیه واکسن

 در تاژکی هایپروتئین رمزگذاری مسئول هایژن کلی،

 ایویژه اهمیت از میزبان ایمنی سیستم تحریك ایجاد

  برخوردارند.

 لونک و جداسازی گرفته، صورت که دیگری تحقیق در

 تاژکی هایژن از دیگری تعداد و flaA ژن سازی

 باکتری نای است. شده انجام ژوژنی کامپیلوباکتر باکتری

 جزء خصوصیات، از بسیاری و ساختار لحاظ از

 این باشد.یم پیلوری هلیکوباکتر به هاباکتری نزدیکترین

 ،PCR انجام از پس را خود نظر مورد هایژن محققان

 زا استفاده با و مستقیم صورت به و نموده جداسازی

 ،تحقیق این اهمیت نمودند. بیان و سازی کلون کیت،

 املش تاژکی متعدد هایژن بیان و سازی کلون بر تمرکز

flaA، fliH، fliE، flgE1، flgG و flgK و بود 

 زملا پتانسیل از فلاژلی های ژن که نمودند گیرینتیجه

 تحقیق برخوردارند. واکسن صورت به توسعه برای

 که ماست کار در درست مسیر انتخاب یدؤم مذکور

 به چه flaA ژن اساس بر وترکیبن واکسن ایجاد

 و ارزش ژنی، واکسن صورت به یا و پپتیدی صورت

  (.23) دارد ارزیابی و بررسی اهمیت

 پاراهمولیتیکوس ویبریو flaA ژن محققان، از گروهی

 نهادپیش پژوهشگران این نمودند. بیان و سازی کلون را

 عنوان به تواندمی FlaA نوترکیب پروتئین که نمودند

 توانیم یا گیرد قرار استفاده مورد نوترکیب واکسن یك

 هک گرفت بهره عملکرد و ساختار مطالعات برای آن از

 رفته کار به flaA ژن خصوص در پیشنهادی موارد این

 اشاره موارد بیشتر (.24) است صادق نیز ما تحقیق در

 flaA ژن بیان بررسی و سازیکلون بالا، در شده

 را هایباکتر از دیگری اینمونه یا پیلوری هلیکوباکتر

 هایبررسی به توجه با آنها بیشتر اند.داده قرار نظر مد

 پروتئین یا flaA ژن که اندداده پیشنهاد گرفته، صورت

 ردکارب برای لازم هایویژگی از آن، از حاصل نوترکیب

 ژن نیز ما تحقیق در دارد. را واکسن تحقیقات زمینه در

flaA رینتمهم از یکی عنوان به پیلوری هلیکوباکتر 

 یستمس در و کلون موفقیت با باکتری، این تاژکی هایژن

 در دهش کلون ژن موفق بیان است. شده بیان یوکاریوتی

 آن موفقیت نوید ،in vitro سیستم در یوکاریوتی سلول

 in صورت به تحقیق و جانوری هایبافت در بیان در

vivoرارق استفاده مورد آینده تحقیقات در تا دهدمی را 

 هعلی تاکنون هاواکسن انواع از بسیاری چند هر گیرد.

 به ازنی همچنان اما اندشده آزمایش پیلوری هلیکوباکتر

 احساس ثرؤم واکسنی به دستیابی تا بیشتر تحقیقات

 (.19) شودمی
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 گيرینتيجه

 نشان که SDS-PAGE از آمده دست هب نتایج به توجه با

 حاصل دالتونی کیلو 56 پروتئین آمیزیتقموف تولید ةدهند

 انتظار است، جانوری هایسلول در flaA ژن بیان از

 تواندب حیوانی هایسلول به ژنآنتی این ورود با که رودمی

 به نیاز موضوع این البته که کرده تحریك را ایمنی سیستم

 یارزیاب و حیوان سازیایمنی جمله از بیشتری مطالعات

 flaA ژن موفق و اولیه بیان لذا دارد. آن ایمنی هایپاسخ

 پژوهش در که (CHO )سلول یوکاریوتی سیستم در

-flaA کاربرد راستای در روشن راهی شد، محقق حاضر

(-)pcDNA3.1 حیوانی مدل در ژنی واکسن عنوان هب 

 دهد.می قرار رو پیش
 

 قدرداني و سپاس

 ارشد کارشناسی مقطع ةنام پایان حاصل مقاله این

 یلهوس بدین مقاله این نویسندگان و محققان باشد.می

 بخش همکاران از را خود تشکر و تقدیر مراتب

 شهرکرد، واحد اسلامی آزاد دانشگاه بیوتکنولوژی

 احمیدرض آقای و انصاری حسین دکتر آقای بخصوص

 اریی تحقیق این نشستن ثمر به در را ما که کبیری

 صمیمانه همکاری از همچنین نمایند. اعلام نمودند،

 دانشگاه مولکولی و سلولی تحقیقات مرکز همکاران

 داریم. امتنان کمال شهرکرد پزشکی علوم

 مرکز تجهیزات و آزمایشگاهی امکانات با مقاله این

 رکردشه اسلامی آزاد دانشگاه بیوتکنولوژی تحقیقات

 هبودج با مصرفی وسایل و مواد هزینه است. شده انجام

 است. گردیده مینتإ محققان توسط و شخصی

 

 منافعتضاد 

  انیب سندگانینو توسط منافع تضاد گونه چیه

 .است نشده
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Abstract 

Background: Helicobacter pylori is the most common bacterium causing chronic infections worldwide. 

Expression of flagella and bacterial motility are essential in colonization and virulence. FlaA gene is one of 

the flagellin-encoding genes that play the key role in the colonization and bacterial motility, and it has a 

significant impact on immunization. This study aimed to design, construct and evaluate the Helicobacter 

pylori flaA gene expression in eukaryotic cells.  

Material and Methods: In this experimental study, genomic DNA was purified from the Helicobacter 

pylori standard strain, and flaA gene was amplified and isolated by PCR method with using the specific 

primers. Then, this gene was cloned into pTZ vector by T/A cloning technique. To express flaA gene and 

generate the final construct, the flaA gene was removed from pTZ plasmid and subcloned into the pcDNA3.1 

(-) expression vector. The pcDNA3.1 (-)-flaA construct was transformed into CHO cells by electroporation, 

and flaA eukaryotic gene expression was studied using the SDS-PAGE method. 

Results: The results showed that flaA gene PCR product was cloned into pTZ vector and amplified in 

Escherichia coli TOP10F strain. Also, the enzymatic digestion and sequencing showed that the pcDNA3.1 

(-)-flaA was performed. Finally, the evaluation of the Helicobacter pyloriflaA gene expression in CHO cells 

showed that the generated gene construct could express the flaA product in a eukaryotic system, successfully. 

Conclusion: Given that the pcDNA3.1 (-)-flaA as a final construct can express the flaA protein of the 

Helicobacter pylori in animal cells. Flagellin protein is one of the essential antigens of the bacterium So we 

can appropriately say that gene pcDNA3.1(-)-flaA construct is a suitable candidate for usage in the field of 

gene vaccines against Helicobacter pylori and it can be used to check the immunization in the laboratory 

animals in the future research. 
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