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 چکیده:

هاي گوارشی در انسان است. تیول پراکسیداز توسط ژن ترین باکتري مولد التهاب معده، سرطان و لنفوم معده و زخمشایع هلیکوباکتر پیلوري مقدمه:
tagD شود و در کلونیزاسیون این باکتري در مخاط معده نقش حیاتی دارد. محصول ژن کد میtagD شود.سبب تحریک سیستم ایمنی در بدن میزبان می 

 عنوان کاندیداي واکسن ژنی بود. به PFLAG-CMV-3 یوکاریوتی ناقل در پیلوري هلیکوباکتر tagD جداسازي و کلونینگ ژنهدف از پژوهش حاضر 
تکثیر شد. سپس محصولات  PCRجفت باز با استفاده از روش  537هلیکوباکتر پیلوري به طول  tagDدر این مطالعه تجربی، قطعه ژن  روش کار:

PCR  با استفاده از کیت کلون سازي شرکت ترمو فیشر در وکتورpTZ  کلون گردیدند. ساب کلونینگ این ژن در وکتور بیانی یوکاریوتیPFLAG-

CMV-3 هاي انجام شد و سپس با روش الکتروپوریشن به سلولCHO .منتقل و بیان گردید 
باشد. نتایج هضم آنزیمی و تعیین توالی صحت می pTZ-tagDو تشکیل وکتور  tagDنتایج حاصل نشان دهنده تکثیر و کلون سازي موفق ژن  :هایافته

 نشان را مربوطه کیلو دالتونی 19 باند تشکیل SDS-PAGE روش به ژن این بیان یید کرد. بررسیتأرا  PFLAG-CMV-3کلون سازي این ژن در وکتور 
 .داد

 هايسلول در ژن این اختصاصی پروتئینی محصول توان تولید PFLAG-CMV-3-tagDوکتور نوترکیب  در شده سازي کلون tagD ژن :گیرينتیجه
CHO .رسد.زایی در مدل حیوانی به عنوان واکسن ژنی علیه هلیکوباکتر پیلوري مناسب به نظر میمذکور براي بررسی ایمنی ژنی رو سازوارهازاین را دارد 

 
 ، کلونینگ، الکتروپوریشنtagDهلیکوباکتر پیلوري،  کلیدي: واژگان

 

 مقدمه:
 ايیلهمتحرك، م ،یگرم منف يباکتر کي یلوریپ کوباکتریهل

پوشش معده  ییکه در سطح مجرا استیل کروآئروفیم شکل و
. این باکتري دلیل اصلی گاستریت فعال و مزمن، شودیم دهید

زخم معده و دوازدهه است. همچنین موجب التهاب طولانی در 
ها ها و پلاسماسلها، لنفوسیتمخاط معده به وسیله نوتروفیل

این باکتري در لایه عمقی موکوس  شود. از آنجایی کهمی
هاي اپی تلیال معدي رشد کرده و تشکیل کلنی پوشاننده سلول

هاي آندوسکوپی خاصی نداشته و در نتیجه دهد، یافتهمی
شده، هاي انجامبا بررسی .]2و1[تشخیص بالینی آن مشکل است 

نقش هلیکوباکتر پیلوري در ایجاد بدخیمی و سرطان معده 

و همین امر موجب شده است که آژانس پژوهش است  تأییدشده
سرطان سازمان بهداشت جهانی نام این باکتري را در ردیف 

تفاوت معناداري بین  .]3[قرار دهد  Iزاي کلاس عوامل سرطان
ي در حال کشورهاي غربی و کشورهاگسترش این عفونت در 

خورد. شیوع سرولوژي مثبت هلیکوباکتر توسعه به چشم می
 درصد جمعیت است، 90ي در حال توسعه کشورها پیلوري در

زیر  استثناي ژاپن، شیوعیافته، بهدر کشورهاي توسعه کهدرحالی
نفر در  65000. این سرطان که مسئول مرگ ]4[درصد است  40

بوده است، چهارمین بدخیمی رایج در دنیا  2000جهان در سال 
ومیر سالیانه سرطان را به خود درصد از کل مرگ 10است و 
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دهد. عفونت هلیکوباکتر پیلوري در ایران نیز شایع اختصاص می
درصد است، به خصوص سرطان  60-90بوده و این شیوع بین 

دهد که ه از آمار بالایی برخوردار است. این مطلب نشان میمعد
ایران یک منطقه بسیار خطرناك براي عفونت هلیکوباکتر پیلوري 

در یک مطالعه شیوع ابتلا به این باکتري در استان  .]6 و 5[است 
اردبیل موردبررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که میزان شیوع در 

ه است که این میزان بالاترین شیوع درصد بود 5/89شهر اردبیل 
 .]7[را در کشور به خود اختصاص داده است 

در هلیکوباکتر پیلوري پروتئین تیول پروکسیداز  tagDژن 
)Helicobacter pylori thiol peroxidase (HpTpx)(  را کد

پراکسیداز . تیول]8[آمینو اسید است  166پپتیدي با کند که پلیمی
ي مهم هلیکوباکتر پیلوري است و در هایکی از ادهسین

و  8[کلونیزاسیون این باکتري در مخاط معده نقش حیاتی دارد 
. همچنین این ژن نقش مهمی در فعال کردن هلیکوباکتر ]9

پیلوري براي زنده ماندن در شرایط استرس اکسیداتیو معده ایفا 
 هايپروتئین خانوادهپراکسیداز یکی از اعضاي . تیولکندمی

باشد و از می (Peroxiredoxin (PRX))پروکسی ردوکسین 
اکسیدانی در هلیکوباکتر پیلوري است. هاي آنتیترین آنزیمفراوان

شده با این که مطالعات زیادي پیرامون هلیکوباکتر پیلوري انجام
هاي بیوشیمیایی یژگیواست، اطلاعات محدودي در خصوص 

HpTpx هلیکوباکتر به عنوان پراکسیداز در دسترس است. تیول
یوریدوکسین تدر حضور  2O2H اسکاونجر (بازدارنده) 

)Thioredoxin (Trx)هایی که در کند. میکروارگانیسم) عمل می
بی اثر شده است، نوعی کاهش توانایی در  HpTpx هاآن

ي میزبان از خود بروز هاموشکلونیزاسیون و تجمع در معده 
بین رفتن توسط پراکسید و دهند و از سویی دیگر به از می

تر هستند. سوپراکسید در مقایسه با باکتري نوع وحشی حساس
HpTpx  همچنین نقش مهم و حیاتی را در مقابله با فشار

کند و سبب تحریک سیستم ایمنی در بدن یماکسیداتیو ایفا 
هاي اخیر حاکی از مقاومت گسترده گردد. بررسیمیزبان می

. ]9[بیوتیکی است هاي آنتیي به درمانعفونت هلیکوباکتر پیلور
رو ضرورت دستیابی به یک روش جایگزین درمانی یا ازاین

هاي ژنی اکسنوشود. پیشگیري (مانند واکسن ژنی) مطرح می
رمز اص، حاوي ژن خ (DNA)عبارتند از تزریق مستقیم پلاسمید 

ژن مورد نظر است که بدلیل داشتن پروموتر خاص آنتی کننده
هاي انسانی (مانند سایتومگالو ویروس) سبب جداشده از ویروس

؛ شودها و ارائه آن به سیستم ایمنی میالقا ژن در داخل سلول
بنابراین پروتئین نوترکیبی که براي تحریک سیستم ایمنی لازم 

و تجویز شود (مانند  در خارج از بدن تهیه کهآناست به جاي 
شود. پروتئین یمواکسن نوترکیب هپاتیت ب)، در داخل بدن تولید 

القاشده که کاملاً شکل طبیعی خود را دارد، با طی مراحل مختلف 
 .]10[شود یمسبب تحریک سیستم ایمنی هومورال و سلولی 

ن و بیا tagDساخت ناقل نوترکیب حامل ژن  باهدفاین پژوهش 
کسن نوري به عنوان کاندیدایی براي طراحی واآن در سلول جا

 ژنی علیه این باکتري انجام شد.
 

 :روش کار
 باکتریایی، وکتورها و سلول جانوري هايسویه

 ستانداردا یهسو پیلوري هلیکوباکتر در این مطالعه تجربی، باکتري
ATCC 43504  به منظور استخراج ژنtagD و باکتري E. coli 

ي هاسازهکه به منظور ترانسفورماسیون و تکثیر  Top10F یهسو
ات دانشگاه ژنی نوترکیب مورد استفاده قرار گرفتند از مرکز تحقیق

 به منظور PTZ T/A Cloning آزاد شهرکرد تهیه شدند. از وکتور
-PFLAG-CMVانجام روند کلونینگ و از وکتور بیانی یوکاریوتی 

 یا CHO اي جانوريهه شد. سلولکلونینگ استفادبراي ساب 3
به  (Chinese Hamster Ovary)چینی  هامستر تخمدان سلول

رد عنوان سلول پذیرنده جهت ترانسفورماسیون و بیان ژن مو
 استفاده قرار گرفت.

 

 tagDو تکثیر ژن  DNAاستخراج 
مل (با استفاده از کیت سیناژن، طبق دستورالع DNAاستخراج 

شده با استفاده استخراج DNAمربوطه) انجام شد. کمیت و کیفیت 
 ND2000( درصد ژل آگارز و اسپکتوفتومتر نانودرآپ 1الکتروفورز 

Thermo (یید شد.تأ 
لوري باکتري هلیکوباکترپی tagDجهت طراحی پرایمر، توالی ژن 

 از بانک ژنی AF021091با شماره دسترسی 
 (National center for biotechnology information (NCBI)) 

نشان  1یمرهاي مورد استفاده در جدول پراه شد. توالی تهی
 شده است.داده

 یمرهاي مورد استفاده در مراحل مختلف انجام کارپرا. 1جدول 

 نام ژن پرایمرنام  )3´ به 5´( پرایمر توالی اندازه محصول
 AGCAGATCTATTAGAAAGGATTTAACCATGC جفت باز 537

TCCGATATCTAACTTCCTATTCCAACAC 
tagD-F 
tagD-R 

tagD 

میکرولیتر  5/2میکرولیتر شامل  25با حجم نهایی  PCRواکنش 
DNA  ،میکرو مول  200میکرو مول از هر پرایمر،  2/0الگو

dNTP 10 mM ،5/1 50 میکرو مول mM MgCl2 ،5/2 
 Taq DNA واحد آنزیم 5/2و  PCR (10X)میکرولیتر بافر 
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Polymerase  انجام شد. واکنشPCR  در دستگاه ترموسایکلر
دقیقه واسرشت شدن  5ساخت کشور آلمان با شرایط دمایی 

چرخه شامل  32گراد و در ادامه درجه سانتی 95ابتدایی در دماي 
دقیقه،  1گراد به مدت درجه سانتی 95واسرشت شدن در دماي 

ویل گراد به مدت یک دقیقه، طدرجه سانتی 62اتصال در دماي 
گراد به مدت یک دقیقه و در نهایت درجه سانتی 72شدن در دماي 

دقیقه  5گراد به مدت درجه سانتی 72طویل شدن نهایی در دماي 
در ژل آگارز یک درصد واجد  PCRانجام شد. محصول نهایی 

اتیدیوم بروماید، الکتروفورز شد و با اشعه ماورابنفش موردبررسی 
ورد نظر با استفاده از کیت ژن م PCRقرار گرفت. محصول 

ساخت کشور کره جنوبی) مطابق  Bioneerسازي (شرکت خالص
 سازي شد.دستورالعمل شرکت، از ژل آگارز خالص

 
 T/Aکلون سازي 

اده تخلیص شده از ژل با استف PCRبراي این منظور، محصولات 
آلمان)  کشور (ساخت شرکت فرمنتاز PTZ T/A Cloning از کیت

دند. ترانسفورم ش TOP10 Fکلون و در باکتري اشرشیا کلی سویه 
آگار محتوي  LBهاي یادشده در محیط در مرحله بعد، باکتري

میکروگرم در هر میلی لیتر) کشت  100سیلین (بیوتیک آمپیآنتی
 PCRداده شدند. سپس تأیید اولیه صحت کلونینگ به روش 

اي حاصل (با استفاده از کیت هازآن، از کلنیصورت گرفت و پس
ساخت کشور کره جنوبی) تخلیص پلاسمید  Bioneerشرکت 

به کمک روش  )PTZ-tagDانجام شد و تأیید نهایی سازه حاصل (
ر داستفاده شده   PTZهضم آنزیمی صورت گرفت. طراحی وکتور 

اي بود که در دو طرف ژن کلون شده واجد گونهاین پژوهش به
 باشد. EcoRV و BglII سایت برش آنزیم

 
 کلون سازي ژن در وکتور بیانی

هاي به وسیله هضم آنزیمی با آنزیم tagDدر مرحله بعد، قطعه ژن 
BglII  وEcoRV  از وکتورPTZ  جداسازي و درون وکتور بیانی

PFLAG-CMV-3  وارد شد. واکنش الحاق بین وکتورPFLAG-

CMV-3  و قطعهtagD  با استفاده از آنزیمDNA T4  لیگاز انجام
ي وکتورهاساخته شد.  PFLAG-CMV-3- tagDگرفت و سازه 

در  E. coliهاي میزبان حاصل از طریق ترانسفورماسیون به سلول
بیوتیک نئومایسین وارد شدند. صحت محیط حاوي آنتی

یید و در نهایت تأو هضم آنزیمی  PCRکلونینگ نیز به روش ساب
 شد. جامان Gen Ray شرکت توسط توالی تعیین

 
به  PFLAG-CMV-3-tagDانتقال سازواره نهایی 

 جانوري يهاسلول
 جانوري، سلول در tagD ژن بیان بررسی منظور به مطالعه این در
 براي و چینی هامستر تخمدان سلول همان یا CHO سلول از

 .شد استفاده الکتروپوریشن روش از هاسلول این ترانسفورمیشن
 مدل الکتروپوریشن دستگاه از الکتروپوریشن انجام منظور به

Gene Pulser Xcell شرکت ساخت Bio Rad آمریکا کمک گرفته 
 400 حجم در و شمارش CHO هايسلول از 2 × 106تعداد . شد

 800الکتروپوریشن به همراه  مخصوص 4/0 کووت در میکرولیتر
-PFLAG-CMV-3 نوترکیب وکتور از میکرولیتر هر در نانوگرم

tagD شده سازيبهینه شرایط با الکتریکی پالس. شد ریخته 
شد و  داده هاسلول بهفاراد  یکروم 400 و ولت کیلو 174/0

 50بیوتیک نئومایسین (هاي حاصل در حضور آنتیسلول
 میکروگرم در هر میلی لیتر) کشت داده شدند.

 
 SDS-PAGEانجام 

شده در نهایت وزن مولکولی و محل قرار گرفتن پروتئین بیان
 SDS-PAGEزمون آ، به وسیله CHOهاي یوکاریوتی درون سلول

)Sodium dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (يهاسلولیید شد. تأ CHO  هبشده ترانسفورم 
 به شدند.دور بر دقیقه رسوب داده  3000دور  با دقیقه 3 مدت

در نهایت  و اضافه PBS میکرولیتر 100 مقدار سلولی رسوب
الکتروفورز و  SDS-PAGEصد در 12هاي حاصل روي ژل سلول

 آمیزي انجام شد.با کوماسی بلو رنگ
 

 ها:یافته
 هلیکوباکتر پیلوري tagDتکثیر و جداسازي ژن 

 نشان درصد، 1 آگارز ژل روي شده تخلیص DNA الکتروفورز
 DNAهمچنین غلظت  .بود DNA مناسب کیفیت دهنده

نانوگرم بر میکرولیتر بود و این مطلب  300استخراجی برابر با 
با  PCRیید کرد. محصول تأاستخراجی را  DNAکیفیت مناسب 

 ).1جفت بازي همخوانی داشت (شکل 537اندازه قطعه مورد نظر 
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 جفت باز 537با اندازه  tagDژن  PCRمحصول : 1شکل                  
 

 و ساب کلونینگ T/Aکلون سازي 
کلونینگ در وکتور  T/Aبه روش  PCRکلون سازي محصول 

PTZ هاي مستعد اشرشیا کلی سویه انجام و سپس درون سلول
TOP10F  ترانسفورم شد. به منظور تأیید صحت همسانه سازي

و هضم آنزیمی استفاده  PCRهاي قطعات ژنی مذکور، از آزمون
هاي حاصل واجد سازه ژنی نشان داد که کلون PCRشد. واکنش 

بیوتیک نتینامبرده هستند. پس از استخراج پلاسمید در حضور آ
 و BglII هايآنزیمسیلین و انجام هضم آنزیمی با استفاده از آمپی

EcoRV حضور قطعه ژنی مذکور در وکتور ،PTZ  .تأیید شد
 2886 اندازهقطعه به دو تشکیل سبب آنزیمی برش کهطوريبه

 باز جفت 537اندازه به وکتور و قطعه دیگر به مربوط باز جفت
 شد. tagD ژن به مربوط

در مرحله قبل، قطعه ژن  PTZازآنجام هضم آنزیمی وکتور پس
 PFLAG-CMV-3مورد نظر از ژل آگارز استخراج و درون حامل 

شد. صحت ساب کلونینگ در مرحله اول به  ligateبا موفقیت 
 آنزیم دو ازآن با استفاده از هضم آنزیمی (باو پس PCRوسیله 
BglII  وEcoRV وکتور برش کهطوريهیید قرار گرفت. بتأ) مورد 

PFLAG-CMV-3- tagD دو تشکیل سبب یادشده آنزیم دو با 
-PFLAG وکتور به مربوط باز جفت 6331 اندازهبه یکی قطعه،

CMV-3 ژن به مربوط باز جفت 537اندازه به دیگر قطعه یک و 
tagD 2بود (شکل  نهایی سازواره تشکیل دهنده شد که نشان.( 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

-PFLAGجفت بازي مربوط به وکتور  6331باند . EcoRVو  BglII آنزیم دو با PFLAG-CMV-3- tagDهضم آنزیمی سازواره نهایی  :2شکل 
CMV-3  جفت بازي مربوط به ژن  537و باندtagD 

 

 الکتروپوریشن و بیان ژن
  در PFLAG-CMV-3-tagD نهایی سازواره الکتروپوریشن

انجام و صحت آن به وسیله رشد در حضور  CHO هايسلول
 بررسی منظور به شد.تأیید  PCRبیوتیک نئومایسین و واکنش آنتی

500 bp 537 bp 

      ۴             ١            ٢               ٣ 

 ١ ٢ ٣ 

6331 bp 

537 bp 

6000 bp 
5000 bp 

500 bp 



 مریم صفرپور و همکاران   در پیلوري هلیکوباکتر tagD ژن سازي کلون

 

 95مجله علوم پزشکی پارس، دوره چهاردهم، شماره چهار، زمستان 
47 

. شد انجام SDS-PAGE ها، واکنشسلول این در tagDژن  بیان
 دالتون کیلو 19 وزن به tagDژن  از حاصل پروتئینی محصول

 بود. CHOهاي یوکاریوتی بیان این پروتئین در سلولدهنده نشان 

 

 :بحث
از ژنوم هلیکوباکتر پیلوري به روش  tagDدر این پژوهش ژن 

PCR  جداسازي و تکثیر و سپس در وکتورpTZ  کلون و وکتور
ایجاد و تأیید شد. این وکتور نوترکیب  pTZ-tagDنوترکیب 

هاي بعدي ، براي پژوهشtagDتواند به عنوان مخزنی از ژن می
مورد استفاده قرارگرفته یا در اختیار سایر پژوهشگران کشور قرار 

به پلاسمید  pTZ-tagDگیرد. سپس با انتقال ژن از وکتور 
-PFLAG-CMV-3، سازواره نهایی PFLAG-CMV-3یوکاریوتی 

tagD  ایجاد شد. از آنجایی که بیان یوکاریوتی ژن هدف در
رسد بتوان از این وکتور یمي جانوري دیده شد، به نظر هاسلول

یی نظیر آزمایشات واکسن هاپژوهشنوترکیب جدید براي انجام 
ژنی یا تولید واکسن پپتیدي علیه هلیکوباکتر پیلوري که بیشتر 

با آن درگیر هستند و هنوز واکسن موثري  جوامع انسانی در جهان
گیري از این عفونت تولید نشده، استفاده کرد. سد براي پیش

تلیال هاي لایه پیش اپیمخاطی معده از چندین لایه به نام
هاي تلیال (فیبروبلاست و سلولتلیال و پس اپی(موکوس)، اپی
جر به شده است. هرگونه اختلال در این ناحیه منایمنی) تشکیل

انواع مشکلات بالینی از جمله التهاب و یا حتی سرطان معده 
شود. به منظور ایجاد و توسعه یک بیماري توسط عوامل عفونی می

در این نواحی، عامل باکتریایی باید بر سد این ناحیه غلبه کند. در 
هاي پاتوژن، باکتري هلیکوباکتر پیلوري نقش حیاتی میان باکتري

، زخم و آدنوکارسینوم دارد و این امر به دلیل دارا در توسعه التهاب
ي مختلف براي فرار از این سد و پاسخ میزبان سازوکارهابودن 
ترین . عفونت هلیکوباکتر پیلوري یکی از شایع]11[است 
هاي باکتریایی در جوامع انسانی است و مطالعات نشان عفونت

ن باکتري درصد از جمعیت جهان به ای 50دهند که بیش از می
درصد افراد این عفونت  15-10. در ]13و  12[آلوده هستند 

تواند منجر به التهاب شدید، بیماري زخم معده، لنفوم و یا می
اند که اشخاص داده . مطالعات نشان]11[سرطان معده شود 
برابر بیشتر از سایرین در معرض خطر  26/2میزبان این باکتري 

وباکتر پیلوري جزء متغیرترین . هلیک]14[سرطان معده هستند 
ها محسوب ها به لحاظ ژنتیکی در بین باکتريمیکروارگانیسم

زا براي شود. مطالعات متعددي به منظور تعیین عوامل بیماريمی
هاي گرفته است. جهشهاي غربالگري این باکتري انجامآزمایش

اتفاق افتاده روي ژنوم این باکتري کار تشخیص آن را بسیار 
ل کرده است و با مزمن شدن این عفونت زمینه براي ایجاد مشک

. با توجه به دشوار بودن تشخیص ]15[شود سرطان فراهم می

هاي بیماري در مراحل اولیه، مقاوم شدن این باکتري به درمان
هاي آنتی بیوتیکی و گسترش بیماري در سطح بالا، نیاز به درمان

صاصی براي مبارزه با اختصاصی و نوین نظیر طراحی واکسن اخت
هاي ارزشمندي که مورد توجه شود. یکی از روشآن احساس می

شناسی قرارگرفته است، تجویز پلاسمید حاوي متخصصین ایمنی
هاي ژنی است که نسل ها موسوم به واکسنژنژن رمز کننده آنتی

. به دلیل افزایش ]16و10[شود را شامل می هاواکسنسوم 
هاي فلور طبیعی یري از تخریب باکترياختصاصی بودن، پیشگ

هاي اختصاصی ژندستگاه گوارش و کاهش عوارض جانبی، آنتی
شود زایی بالا استفاده میاز هلیکوباکتر پیلوري با قدرت ایمنی

هدف بالقوه مناسبی براي تولید  tagDکه از این میان ژن  ]17[
که پروتئین  tagDهاي اختصاصی است. ژن باديآنتی

) را رمزدهی HpTpxپراکسیداز در هلیکوباکتر پیلوري (یولت
هاي چسبان در هلیکوباکتر ترین مولکولکند، یکی از مهممی

اکسیدان است که در توانمندسازي پیلوري و یک پروتئین آنتی
هلیکوباکتر پیلوري به منظور بقا و زنده ماندن در فشار و استرس 

نیزاسیون این باکتري در اکسیداتیو معده نقش ایفا کرده و در کلو
 گسترده. باوجود مطالعات ]18و9[ مخاط معده نقش حیاتی دارد

شده روي هلیکوباکتر پیلوري، تاکنون هیچ مطالعه انجام
که نشده است، درحالیانجام tagDاختصاصی روي ژن 

زایی هلیکوباکتر هاي بیماريهاي مشابهی روي دیگر ژنبررسی
ي امطالعه، 2009گرفته است. پژوهشگران ایرانی در سال انجام

هلیکوباکتر پیلوري انجام دادند. در این مطالعه  hpaAروي ژن 
کلون و درون  pET28aدرون وکتور بیانی پروکاریوتی  hpaAژن 
ترانسفورم و بیان پروتئین نوترکیب  E.coli BL21DE3ري باکت

HpaA  به وسیله واکنشSDS-PAGE  یید تأدرون میزبان جدید
انجام  2011. همچنین مطالعه مشابه دیگري در سال ]19[شد 

هلیکوباکتر پیلوري  ureB122زاي که در آن ژن بیماري گرفت
 ییهاي باکتریاکلون و درون سلول pET32aدرون وکتور 

E. coli BL21DE3  ترانسفورم شد. بررسی میزان بیان پروتئین
یید، به عنوان تأانجام و پس از  SDS-PAGEمذکور توسط واکنش 

. همچنین گانزالز و همکاران در ]20[کاندید واکسن معرفی شد 
هلیکوباکتر پیلوري را جداسازي و درون  cagA، ژن 2013سال 

 یلوک 80د. بیان پروتئین وکتور بیانی پروکاریوتی کلون کردن
، 2014. در سال ]21[یید کرد تأصحت انجام کار را  CagAی دالتون
هلیکوباکتر پیلوري توسط پژوهشگران ایرانی، در وکتور  ureAژن 

pTZ57R/T  کلون و درون میزبانDH5α  ترانسفورم و پس از
بیان پروتئین مربوطه  کلون ویید، درون وکتور بیانی سابتأ

یید و تأشده موردبررسی قرار گرفت. خلوص بالاي پروتئین بیان
به عنوان واکسنی بر پایه پروتئین علیه این باکتري پیشنهاد شد 

هاي مختلف ژني رمزگذار آنتیهاژن. در همه موارد بالا، از ]22[
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ي کلون سازي ژن هاپژوهشهلیکوباکتر پیلوري به منظور انجام 
هاي مهم ژنشده است. در پژوهش حاضر نیز یکی از آنتیفادهاست

هلیکوباکتر پیلوري مد نظر بوده است، اما اختلاف در انتخاب 
بود که  tagDوکتور یوکاریوتی براي ایجاد سازواره نهایی از ژن 

ي مورد اشاره بالا از آن بهره نگرفته و هاپژوهشهیچ یک از 
ي باکتري هاژنبرخی از  تولید محصول پروتئینی هاآنهدف 

ي پپتیدي بوده است. سازواره هاواکسنمذکور به منظور تولید 
در این پژوهش، پتانسیل دوگانه براي  تأییدشدهنهایی تولید و 

تولید پروتئین نوترکیب و یا کاربرد مستقیم در حیوانات 
را دارد. این وکتور نوترکیب  DNAآزمایشگاهی به عنوان واکسن 

یق به عضلات حیوانات آزمایشگاهی ممکن است در صورت تزر
ي ژنی روبرو هاواکسنبا محدودیت مشترك موجود براي همه 

شده در یقتزر DNAباشد. این محدودیت شامل عدم جذب کافی 
یا انجام  نانو ذراتي هدف است. البته امروزه با کاربرد هاسلول

ش الکتروپوریشن بافتی میزان جذب واکسن ژنی تزریقی افزای
 داشته است.

 

 :گیرينتیجه
با توجه به این که تشخیص سرطان معده در مراحل اولیه دشوار 
بوده و در اکثر موارد تشخیص پس از پیشرفت بیماري حاصل 

کند، راه اصلی مبارزه با این یمشود که کار درمان را سخت یم
نوع سرطان نیز همچون التهاب و زخم معده، پیشگیري از عفونت 
هلیکوباکتر پیلوري است. ازآنجاکه مبارزه با این عفونت همواره با 

کارگیري یکردهاي پژوهشی در زمینه بهرومشکلاتی همراه است، 
ین ي مهندسی ژنتیک براي مقابله با اهاروشاختصاصی و نوین 

عفونت از جمله تولید واکسن ژنی علیه هلیکوباکتر پیلوري است. 
هلیکوباکتر پیلوري به  tagDایجاد سازواره ژنی با استفاده از ژن 

عنوان کاندیداي مناسبی جهت ساخت واکسن ژنی علیه این 
باکتري است. هر چند تا رسیدن به یک واکسن مطلوب راه 

 طولانی در پیش است.
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و تشکر خود را از همکاران بخش بیوتکنولوژي دانشگاه آزاد 
این پژوهش  در اجراي براي همکاري اسلامی واحد شهرکرد

 اعلام نمایند.
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Abstract  
Introduction: 
Helicobacter pylori is strongly associated with gastritis, stomach cancer, gastric lymphoma and peptic 
ulcer in human. Thiol peroxidase is encoded by tagD gene and plays a significant role in colonizing H. 
pylori in the stomach. The product of tagD gene stimulates the immune system in the host. This study 
aimed to isolate and clone tagD gene in the eukaryotic expression vector PFLAG-CMV-3 as a DNA 
vaccine candidate. 
Materials and methods:  
In this experimental research, tagD gene (537 bp) was amplified by PCR. The PCR products were 
cloned using cloning commercial kits (Thermo Fisher Co., COUNTRY) in pTZ vector. This gene was 
subcloned in the eukaryotic expression vector (PFLAG-CMV-3 vector), then transferred into CHO cells 
by electroporation method and was expressed. 
Results:  
The results indicate that amplification and cloning of tagD gene was successful, and the pTZ-tagD 
vector was formed. PFLAG-CMV-3 vector construction was confirmed by digestion and gene 
sequencing. The 19 kDa band was observed by gene expression analysis on SDS-PAGE. 
Conclusions: 
tagD gene in the PFLAG-CMV-3-tagD recombinant vector has the ability to produce specific protein 
in CHO cells. Therefore, this gene construct is useful to evaluate the immunogenicity as a DNA vaccine 
against H. pylori infection in animal models. 
 
Keywords: Helicobacter pylori, tagD, cloning, electroporation 

Pars J Med Sci 2017; 14(4):43-50 


	3. Cover TL. Helicobacter pylori Diversity and Gastric Cancer Risk. m Bio 2016; 7(1): 1869-15.

