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Abstract                   Original Article 
 
 

Isolation and cloning of Helicobacter Pylori ureE gene into 

pIRES2-DSRed expression vector to generate a gene vaccine 

 
Maryam Ghorbani1, Abbas Doosti2 

 

Background and Aim: As one of the factors of gastric ulcers and cancer, Helicobacter pylori can live in the 
acidic environment of stomach for many years due to having urease enzyme. This enzyme requires Ni2+ and 
a group of auxiliary proteins such as ureE for its catalytic activity. Urease is not only a requisite factor to 
colonize the Helicobacter pylori but it is also pathogenic with different mechanisms. Regarding the high 
prevalence of these bacteria finding a way to prevent infection with them  is necessary. The present research 
aimed at homogenizing . cloning of Helicobacter Pylori ureE gene into pIRES2-DS Red expression vector in 
order to create a DNA (gene) vaccine. 

Materials and Methods: In this experimental study, the ureE gene fragment was amplified through PCR 
method and it was cloned using T/A cloning in the pTZ vector. Sub-cloning of the gene was done in 
pIRES2-DS Red vector using T4-ligase enzyme and it was transformed into E. coli TOP10F strain; and, 
then, amplified. The gene construct, which is a DNA vaccine candidate, was transferred to CHO cells using 
electroporation method to investigate the gene expression in eukaryotic systems. UreE gene expression was 
assessed in eukaryotic cells by means of SDS-PAGE. 

Results: UreE gene cloning was confirmed in two vectors including pTZ as a replicative vector and pIRES2-
DS Red expression vector by PCR, enzyme digestion, and sequencing methods. SDS-PAGE results 
confirmed the successful expression of the ureE gene in the eukaryotic system of CHO cells. 

Conclusion: The recombinant pIRES2-DSRed-ureE construct is capable of successfully generating of 
polypeptides derived from Helicobacter Pylori ureE gene expression in bestial cells. Given that the protein 
product of the ureE gene is one of the most important proteins of the mentioned bacterium, . the created 
recombinant DNA in this research can be used as a DNA vaccine candidate against Helicobacter pylori in . 
future. 
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  مقاله اصیل پژوهشی

 بیانی ناقل در پیلوري هلیکوباکتر ureE ژن سازي همسانه و جداسازي
pIRES2-DSRed ژنی واکسن ایجاد منظور به  

  
  2عباس دوستی، 1مریم قربانی

  
  چکیده

در  ،آز دن آنزیم اورهبون یکی از عوامل زخم معده و ایجادکننده سرطان معده قادر است با داراعنوا هلیکوباکتر پیلوري به :و هدف زمینه
هاي کمکی از جمله  و گروهی از پروتئین  +Ni2به ،منظور فعالیت کاتالیتیکی خود این آنزیم به. ها زندگی کند محیط اسیدي معده سال

ureE عث باهاي مختلفی  بلکه با مکانیزم ،شدن هلیکوباکتر پیلوري است تنها فاکتوري لازم براي کلنیزه آز نه اوره. نیازمند است
هدف  .رسد با توجه به شیوع بالاي این باکتري، یافتن راهی براي پیشگیري از وقوع عفونت ضروري به نظر می. شود زایی می بیماري
  .بودژنی  واکسن ایجاد منظور به pIRES2-DSRed بیانی ناقل در پیلوري هلیکوباکتر ureE ژن سازي همسانه مطالعه،از این 
 pTZدرون وکتور  T/Aسازي  تکثیر گردید و با کلون PCRبه روش  ureEجربی، ابتدا قطعه ژن در این مطالعه ت :تحقیقروش 

سویه  E. coliلیگاز انجام شد و در باکتري - T4با استفاده از آنزیم  pIRES2-DSRedکلونینگ این ژن در وکتور  ساب. کلون شد
Tpo10F براي بررسی بیان ژن در سیستم یوکاریوتی، به روش  ،ی استسازواره حاصل که کاندیداي واکسن ژن. ترانسفرم و تکثیر شد

مورد ارزیابی قرار  SDS-PAGEهاي جانوري با  در سلول ureEبررسی بیان ژن . منتقل گردید CHOهاي  الکتروپوریشن به سلول
  .گرفت
، هضم آنزیمی و تعیین PCRهاي  با روش ،pIRES2-DSRedو بیانی  pTZدر دو وکتور تکثیري  ureEسازي ژن  همسانه :ها یافته

  .بود CHOهاي  در سیستم یوکاریوتی سلول ureEآمیز ژن  د بیان موفقیتیؤم SDS-PAGEنتایج . یید شدأتوالی ت
هلیکوباکتر  ureEپپتید حاصل از بیان ژن  قادر به تولید موفق پلی pIRES2-DSRed-ureEسازواره ژنی نوترکیب  :گیري نتیجه

هاي مهم باکتري مذکور است،  یکی از پروتئین ureEبا توجه به اینکه محصول پروتئینی ژن . باشد ي میهاي جانو پیلوري در سلول
  .درکهلیکوباکتر پیلوري در آینده استفاده  بر ضدعنوان کاندیداي واکسن ژنی  به ،مطالعهشده در این توان از سازواره ایجاد بنابراین می

   سازي، الکتروپوریشن همسانه ،ureE ژن، هلیکوباکتر پیلوري :هاي کلیدي واژه
  .297-286): 4( 23 ؛1395. مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی بیرجند

   03/09/1395 :پذیرش                    13/07/1395 :دریافت
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  مقدمه
 از 1میکروآئروفیل منفی، گرم باکتري پیلوري، هلیکوباکتر

-5 عرض و میکرومتر 2- 4 طول با 2کامپیلوباکتریاسه خانواده
  به گاه ولی ؛است اسپریلبه شکل  معمولاً میکرومتر و 1

 محیط در وقتیاین باکتري . شود می دیده هم اي میله شکل
 پیدا کوکسی شکل شود، داري نگه طولانی مدت به کشت

 قطب یک در تاژك چندین دارايپیلوري  هلیکوباکتر. کند می
 بار اولین باکتري این). 1(است  مانند دکمه ها تاژك نوك و بوده

گردید  کشف 1982 سال در Marshalو Warren  توسط
)2.(   

 هاست میزبان از محدودي طیف داراي پیلوري هلیکوباکتر
 عفونت. هاست پریمات از برخی و انسان به منحصر تقریباً که

 به انسان از مستقیم طور به تواند می باکتري این از حاصل
 پیدا انتقال دهانی-مدفوعی یا دهانی-دهانی طریق از انسان،

 با که پیلوري هلیکوباکتر توسط ایجادشده عفونت ).1( کند
 التهاب به منجر است، همراه معده تلیال اپی بافت تخریب
 و معده هاي زخم ایجاد سبب تواند می که شود می معده مزمن
 سرطان با پیلوري هلیکوباکتر مزمن عفونت. شود دوازده
 ایجاد عامل همچنین باکتري این. است مرتبط معده بدخیم

 زخم بیماري فعال، حاد گاستریت نظیر اي معده هاي بیماري
، 3(باشد  می معده آدنوکارسینوم و معده مخاط آتروفی معده،

4(.  
 تولید باکتري، این بیوشیمیایی خصوصیت ترین برجسته

 در بار اولین ،آز اوره ژن ).5(است  آز اوره آنزیم فراوان مقدار
 که است نیکل داراي آنزیم یک آز اوره. شد کشف کلبسیلا

 عمل انسانی هاي انواع پاتوژن در زایی بیماري فاکتور عنوان به
در  نیتروژن گوناگون منابع متابولیسم در و کند می

تغییرات  ).7، 6(کند  می مشارکت گیاهان و ها میکروارگانیسم
 لیزین کربوکسیلاسیون شامل آز اوره پس از ترجمه روي آنزیم

  ). 8(است  آن فعال جایگاه در نیکل یون دو قراردادن و 219

                                                        
1 Microaerophil 
2 Campylobacteraceae 

 نام به کمکی آز اوره پروتئین سه ،آز اوره فعالیت براي
UreD، UreF و UreG کمکی پروتئین و است لازم 

. کند می کمک یندآفر این تسهیل بهUreE  نام به چهارمی
Apo آز اوره،UreD ،  UreFو UreG سازند می کمپلکسی 

 UreGبه  GTP هیدرولیز با را نیکل و اکسیدکربن دي که
 پروتئین ).9(شود  منتقل میUreE به  نیکل سپس ؛دهد می

UerE آز  اوره متالوسنتر آوري جمع در آئروژنز، کلبسیلا در 
 محلول پروتئین یک مانند اگرچه پروتئین این). 10(دارد  نقش
 3پاتیک آمفیبتا هاي رشته داراي شده بینی پیش کند، می رفتار
 UreE4. شود می باند سفارز فنیل رزین به محکم بسیار و است
 طبق آن دایمر مولکول هر و است سیتوپلاسمی پروتئین یک

 نیکل یون 05/6±25/0 به تعادلی دیالیز هاي گیري اندازه
 با ،وجهی هشت هندسی شکل به نیکل جایگاه. شود می متصل

 بقیه و شود می اشغال هیستیدین ایمیدازول لیگاند پنج تا سه
 ).11(هستند  اکسیژن و نیتروژن دهندگان ،لیگاندها

 ،است افتاده اتفاق حذف ،آنها ureE ژن در که هایی سلول
نیز  آنها نیکل محتواي همزمان و شده کم شانآز اوره فعالیت

 متصل نیکل به که است پروتئینی UreE. شود می کم
 عمل آز اوره روتئینآپوپ به نیکل دهنده عنوان به و شود می
 به اتصال هاي جایگاه ،شده ترجمه ژن توالی بررسی. کند می
 10 که جایی کربوکسیل انتهاي جمله از ؛دهد می نشان را فلز
  ).11(دارد  وجود هیستیدین باقیمانده 15 تا

 از ،پیلوري هلیکوباکتر از ناشی عفونت درمان براي
 مهارکننده یک و بیوتیک آنتی دو(گانه  سه درمانی هاي رژیم
 هفته  یک مدت به) 5بیسموتی ترکیبات یا پروتونی پمپ

 دلیل به آلودگی این دوباره بازگشت). 12(شود  می استفاده
 مشکل دچار را آن نهایی و ثانویه درمان مقاومت، ایجاد

 در کشورها براي زیادي اقتصادي هاي هزینه امر این و کند می
بر ر در حفاظت ثّؤایمنی م اطلاع از نوع پاسخ ).13(دارد  پی
هاي مناسب باکتري در  ژن شناسایی آنتی و باکتري ضد

                                                        
3 Amphipatic 
4 Urease E 
5 Bismuth 
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از نکات اصلی در  ،تحریک ایمنی و پاسخ ایمنی ناشی از آنها
براي  .آید شمار می هاي کارآمد به راستاي دستیابی به واکسن

ژن پایدار،  آنتی ،پیلوري ثر بر هلیکوباکترؤتولید یک واکسن م
هاي  ژن در این زمینه آنتی .وي ضروري استشده و ق حفاظت

   ).14(د ان آز بررسی شده مختلف مانند اوره
خاطر ارتباط با  هب آز باکتري اوره ،اساس مقالات موجود بر
 ،هاي مختلف و فراوانی توسط گروه هلیکوباکتر پیلوريسطح 
براي آز  ژن اوره .باشد  بهترین کاندیداهاي واکسن می ازیکی 

آنزیم ضروري آز یک متالو اوره مهم است و حیات باکتري
 ).14(باشد  بقاي باکتري در محیط اسیدي معده می براي

آز در  گذاري و پردازش آنزیم اورهئول رمزمجموعه ژنی مس
زوم هلیکوباکتر پیلوري، مشتمل بر چندین قطعه ژنی وکروم

، ureA ،ureB ،ureI :صورت ترتیب به دنبال هم است که به
ureE ،ureF، ureG  وureH اند  در کنار هم قرار گرفته

هاي مختلف این مجموعه  در تحقیقات گذشته، بخش). 15(
عنوان واکسن ژنی یا واکسن پپتیدي مورد ارزیابی قرار  ژنی به

ف با هدکریمی و محمدي اي که  در مطالعه. گرفته است
، انجام دادند 2001در سال  ایجاد واکسن نوترکیب

کلون و در  pETدر وکتور  ureBو  ureAهاي زیرواحد
در ). 16( ندبیان گردید BL21-DE3سویه  E. coliباکتري 

فعالیت تحریک سیستم ایمنی و واکنش  ،مطالعات متعدد دیگر
به اثبات رسیده  ،سرمی برخی از اجزاي این مجموعه ژنی

در مالزي به انجام  2014اي که در سال  در مطالعه. است
دهی  ، خاصیت واکنشureGیان سازي و ب رسید، ضمن کلون

هلیکوباکتر پیلوري نشان هاي مبتلا به  آن با سرم خون انسان
، )افراد سالم(هاي کنترل  در صورتی که در نمونه ؛داده شد

 مطالعه، 2013در سال ). 17(چنین واکنشی دیده نشد 
د یؤم ،ureIشده در مورد یک واکسن ژنی بر اساس  انجام

 م ایمنی سلولی و هومورال بودسیستتحریک بسیار بالاي 
مطالعات زیادي صورت نگرفته،  ureEهر چند در مورد ). 18(

 ،ureEاما مطالعات نشان داده است که محصول پروتئینی 
عنوان  بهنیز  UreHوزن است و  ژنی کم یک مولکول آنتی

ژنی  آز، از خاصیت آنتی هاي کمکی اوره جزئی از پروتئین
  ). 19(برخوردار است 

آنچه گفته شد، بیشتر اجزاي مجموعه ژنی با بق مطا
آز هلیکوباکتر پیلوري براي تحریک سیستم ایمنی میزبان  اوره

اما در زمینه  ؛هلیکوباکتر پیلوري مناسب هستند بر ضدureE 
هدف از مطالعه بنابراین . مطالعات زیادي انجام نشده است

ه ژن سازي و بررسی بیان اولی جداسازي، تکثیر، کلون حاضر
ureE  تا بتوان از  بدهلیکوباکتر پیلوري در سیستم یوکاریوتی
این باکتري یاد  بر ضد عنوان کاندیداي واکسن ژنی آن به

  .کرد
  

  تحقیقروش 
  .باشد مییک مطالعه تجربی  مطالعه،این 

  : هاي باکتریایی، وکتورها و سلول جانوري سویه
 هسوی ،پیلوري هلیکوباکتر باکتري ،مطالعه این در

 میکروبیولوژي بخش از ATCC 43504استاندارد 
منظور  از این هلیکوباکتر به. شد تهیه ایران پاستورانستیتو

  . استفاده شد ureEو تکثیر و جداسازي ژن  DNAاستخراج 
 اهداف براي که Top10F سویه اشرشیاکلاي باکتري

 استفاده نوترکیب تکثیر پلاسمیدهاي و ژن سازي کلون
 اسلامی آزاد دانشگاه بیوتکنولوژي تحقیقات زمرک ، ازشود می

قطعات تکثیرشده  سازي براي کلون .شد تهیه شهرکرد، واحد
و  T/Aسازي  از روش همسانه ،)PCR محصولات( ureE ژن

 pTZ57R/Tنام  فیشر آمریکا بهساخت شرکت ترمو Tوکتور 
اندازه این وکتور  .بهره گرفته شد) pTZصورت مخفف  به(

 نشانگرباشد و  جفت باز می 2886دید در آن، بدون درج ژن ج
شده، مقاومت نسبت به  هاي ترانسفرم انتخابی آن براي باکتري

وکتور بیانی مورد استفاده در . سیلین است بیوتیک آمپی آنتی
و ساخت شرکت  pIRES2-DSRedنام   به ،این پژوهش

جفت باز است و  5264اندازه این وکتور . کلونتک آمریکا بود
 هاي سلول انتخاب براي وکتور این انتخابی گرهاينشان

 :ترتیب به شده، ترانسفرم جانوري هاي سلول و باکتریایی
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است و داراي پروموتر معروف  نئومایسین و کانامایسین
CMV رده  جانوري سلول .باشد شده می براي بیان ژن کلون

 Chinese Hamster Ovary or(تخمدان همستر چینی 
CHO( ژن بیان بررسی رمنظو به که ureE  در سیستم

 و سلولی تحقیقات مرکز از شد، گرفته کار یوکاریوتی به
  .شد تهیه شهرکرد پزشکی علوم دانشگاه مولکولی

  : ureEژن  تکثیر و DNAاستخراج 
 هلیکوباکتر باکتري از ژنومی DNA استخراج منظور به
 ایران سیناژن شرکت ساخت DNA استخراج کیت از ،پیلوري

با  ureEسپس توالی پرایمرها براي تکثیر ژن  ؛شد ادهاستف
طراحی شد که پرایمر رفت  Generunnerافزار  استفاده از نرم

5'-TACCTCGAGTCCAACACTGGGTGTGAGATG-3'  داراي
و پرایمر برگشت  XhoIسایت برش براي آنزیم محدودالاثر 

5'-TACGAGCTCATTTCTTTTCTATTTTACGACCAC-3' داراي  نیز
پریم -5در سر  SacIآنزیم محدودالاثر ی براي سایت برش

 هاي مذکور، خط توالی سایت برش هر یک از آنزیمزیر. دندبو
منظور سهولت  به ،هاي برش این سایت. کشیده شد

کلونینگ و نقل و انتقال ژن بین وکتورها در نظر گرفته  ساب
ملاك انتخاب این دو سایت برش آنزیمی، بر اساس . شدند

هاي برشی موجود در وکتور بیانی  الیجهت و نوع تو
pIRES2-DSRed هاي  یک از آنزیم ضمن اینکه هیچ بود؛

XhoI  وSacI هاي داخلی ژن  نباید بر توالیureE  اثر داشته
  .باشند
 ؛میکرولیتر انجام شد 25در حجم نهایی   PCRواکنش 

طوري که ابتدا مسترمیکس در حجم نهایی  به
با غلظت  PCRرولیتر از بافر میک100 میکرولیتر، شامل1000
10x ،40  میکرولیترMgCl2  مولار و  میلی 50با غلظت

با افزودن  مولار میلی10 غلظت با dNTP میکرولیتر20
ازاي هر یک  به سپس. میکرولیتر آب تزریق، تهیه شد840

میکس با میکرولیتر از مستر20گر، مقدار  میکروتیوپ واکنش
 اي رفت و برگشت،پرایمره از یک هر از نانومول100
 واحد یک ژنومی هلیکوباکتر پیلوري و يDNA نانوگرم100

 سیناژن، شرکت( SmarTaq DNA polymerase آنزیم
در پایان، براي جلوگیري از آلودگی و . شد مخلوط) ایران
یک قطره روغن معدنی استریل روي واکنشگرها  ،تبخیر

دقیقه  5ل با شرایط دمایی مخلوط حاص. اضافه شد
گراد و در ادامه  درجه سانتی95شدن ابتدایی در دماي  شتواسر
گراد  درجه سانتی 94شدن در دماي  چرخه شامل واسرشت 30
ت مد گراد به درجه سانتی 62دقیقه، اتصال در دماي  1ت مد به
ت مد گراد به درجه سانتی 72شدن در دماي  دقیقه، طویل 1
درجه 72شدن نهایی در دماي  دقیقه و در نهایت طویل1

درجه 72شدن در دماي  دقیقه، طویل 5مدت  گراد به سانتی
شدن نهایی در  دقیقه و در نهایت طویل 1مدت  گراد به سانتی

دقیقه داخل دستگاه 5مدت  گراد به درجه سانتی 72دماي 
  .انجام شد) ساخت شرکت اپندرف، آلمان(ترموسایکلر حرارتی 

ثیر ژن ید وجود قطعات ژنی حاصل از تکمنظور تأی به
ureE محصولات ،PCR درصد در حضور  ژل آگارز یک روي
مدت  ولت به90ازي با ولتاژ متوسط جفت ب 100 نشانگر

مربوط به ژن  DNAسپس قطعه . دقیقه الکتروفورز گردید30
ureE سکالپل در حضور نور ماوراي بنفش و با استفاده از تیغ ا

منتقل لیتري  میلی 5/1استریل  و به میکروتیوپ بریده شد
ساخت (از ژل  DNAگردید و با استفاده از کیت استخراج 

براي . تخلیص گردید) کره جنوبیکشور  Bionnerشرکت 
میکرولیتر از محلول 3شده از ژل،  ید ژن تخلیصتأی

  .درصد الکتروفورز شد آمده روي ژل آگارز یک دست هب
   :T/Aسازي  کلون
تکنیکی است که مخصوص  ،T/Aروش  سازي به کلون

از  ،در این تکنیک. است PCRسازي محصولات  لونک
بهره گرفته  T-Vectorوکتورهاي تجاري تحت عنوان 

در واقع در ابتداي امر یک وکتور خطی  T-Vector. شود می
صورت  به Tاست که در دو سر خود داراي نوکلئوتید 

در آن،  PCRباشد و پس از درج محصول  اي می رشته تک
از طرف دیگر بسیاري از . دآی صورت حلقوي در می به

، هنگام Taqمراز  پلی DNAمرازي نظیر آنزیم  هاي پلی آنزیم
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 Aتکثیر قطعات ژنی، در دو انتهاي محصولات یک نوکلئوتید 
با  Tچون . نمایند رشته و بدون الگو اضافه می صورت تک به
A محصولات ؛ بنابراین شوند مکمل است و جفت میPCR 
به این روش، . گردند ، درج میTآسانی در وکتورهاي  به

  . گویند T/Aسازي  تکنیک کلون
همانطور که در بخش معرفی وکتورها در بالا اشاره شد، 

مورد استفاده قرار  T/Aسازي  منظور کلون به pTZوکتور 
نظر مطابق دستور و مراحل الحاق ژن به وکتور مورد گرفت

امل نوترکیب ح  pTZوکتورهاي . کار کیت مربوطه انجام شد
روش شیمیایی و با استفاده  هلیکوباکتر پیلوري، به ureEژن 

مولار سرد استریل و سپس شوك  1/0از کلرید کلسیم 
منتقل  TOP10Fسویه  E. coliهاي  حرارتی به سلول

پلیت لوریا برتانی  شده، روي هاي ترانسفرم باکتري. گردیدند
اده سیلین کشت د لیتر آمپی میکروگرم در میلی50آگار حاوي 

هاي حاصل با استفاده از کیت استخراج  از کلنی. شدند
، )کشور کره جنوبی Bionnerساخت شرکت (پلاسمید 

 سازي همسانهید صحت أیتتخلیص پلاسمید انجام شد و 
T/A  به دو روشPCR  هضم آنزیمی انجام شدو. PCR 

د صحت کلونینگ بود و با انجام هضم آنزیمی، أییروش اولیه ت
. ید شدأیصورت نهایی ت نظر در پلاسمید بهموردژن شدن  کلون

 SacI محدودالاثرهاي  از آنزیم ،هضم آنزیمی انجامبراي 
  .شداستفاده   XhoIو

  ): کلونینگ ساب( سازي ژن در وکتور بیانی کلون
معنی وارد کردن یک ژن از وکتوري به  کلونینگ به ساب

-pIRES2با توجه به اینکه وکتور . باشد وکتور دیگر می
DSRed مورد  مطالعهعنوان وکتور بیانی یوکاریوتی در این  به
روش مناسبی  به ureEباید ژن  بنابراین قرار گرفت،استفاده 

-pTZابتدا وکتور نوترکیب  ،به این منظور. در آن درج گردد
ureE  آنزیمتوسط دوSacI  وXhoI   برش داده شد تا ژن
ureE سپس وکتور . از آن خارج گرددpIRES2-DSRed 

پذیرش  برايها بریده شد تا سرهاي مناسب  نیز با همین آنزیم
همه محصولات هضم آنزیمی . در آن ایجاد گردد ureEژن 

و  ureEدرصد الکتروفورز شده و قطعه ژن 1روي ژل آگارز 
از روي ژل با استفاده از تیغ  pIRES2-DSRedوکتور 

از ژل با کمک  DNAتخلیص . اسکالپل بریده و جدا شدند
واکنش اتصال . انجام شد) کشور کره جنوبی Bioneer(کیت 

)Ligation ( بین وکتور بیانی و ژنureE،  با استفاده از آنزیم
T4 - انجام شد) ساخت شرکت سیناژن ایران(لیگاز .

بردن کلرید کار روش شیمیایی با به محصولات اتصال به
سویه  E. coliمولار استریل، وارد باکتري  1/0کلسیم 

TOP10F  شدند و مراحل شوك حرارتی و کشت روي محیط
میکروگرم در  50(بیوتیک انتخابی  لوریا برتانی آگار داراي آنتی

گذاري  دنبال آن گرمخانه و به) لیتر از کانامایسین هر میلی
. گراد انجام شد درجه سانتی 37 دماي مدت یک شب در به
ن آمده از ای دست ههاي ب روي کلنی ،یید صحت کلونینگأت

ترتیب سه  یید صحت کلونینگ بهأبراي ت. مرحله انجام شد
  XhoIو  SacIهاي آنزیم، هضم آنزیمی با PCRروش 

تعیین توالی  در نهایتو ) ساخت شرکت ترمو فیشر آمریکا(
  .کار برده شد به

به   pIRES2-DSRed-ureEانتقال سازواره نهایی
  : هاي جانوري سلول
 درureE ژن  یانب بررسی منظور به مطالعه این در
 براي و استفاده شد CHOسلول  از یوکاریوتی، هاي سلول

. شد گرفته کار هب الکتروپوریشن روش ها، سلول ایندگرگونی 
ساخت شرکت مرك (  RPMI 1640محیط کشت در ها سلول
 و) ساخت شرکت مرك آلمان( FBS درصد10 حاوي )آلمان
پتومایسین استر و سیلین پنی لیتر میلی هر در میکروگرم100

 درجه37 دماي در و )منظور جلوگیري از آلودگی باکتریایی به(
. شدند داده کشت کربنیکگاز درصد5 حضور در و گراد سانتی
الکتروپوریشن با  روش ها، سلول این انتقال ژن به انجام براي

 ساخت شرکت( Gene Pulser Xcellاستفاده از دستگاه
Bio-Rad 2×106 تعداد. رفتقرار گ مورد استفاده) آمریکا 

 میکرولیتر 400 حجم در و شمارش CHOهاي سلول از عدد
. شد ریخته الکتروپوریشن استریل مخصوص 4/0 کووت در
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ژن مورد نظر  از میکرولیتر هر در نانوگرم 800 مقدار سپس
به ) pIRES2-DSRed-ureEوکتور نوترکیب (براي انتقال 

این . داضافه شد و به آرامی مخلوط گری CHOهاي  سول
. دقیقه روي یخ قرار داده شد10ت مد سوسپانسیون سلولی به

ها به درون دستگاه  پس از انتقال کوت حاوي سلول
 شده سازي بهینه شرایط با الکتریکی الکتروپوریشن، پالس

 و شد داده ها سلول به میکروفاراد 400 و کیلوولت 174/0
 .شدند داده قرار یخ روي دقیقه 2 تمد  به بلافاصله ها سلول
محیط  حاوي فلاسک در شده ترانسفرم هاي سلول سپس
 هاي بیوتیک آنتی و FBS درصد10 همراه به RPMI کشت

 مدت به و شدند داده کشت استرپتومایسین و سیلین پنی
 درصد5 و گراد سانتی درجه37 دماي با انکوباتور در ساعت5

CO2 هاي فلاسکاز  یک هر به سپس. شدند داده قرار 
عنوان نشانگر انتخابی  بیوتیک نئومایسین به آنتیکشت، 

مقدار  کننده وکتور نوترکیب به هاي دریافت سلول
 ها سلول درنهایت. لیتر اضافه شد میکروگرم در هر میلی100

 مراحل تمام. شدند داريهنگ انکوباتور در دیگر روز 3 مدت به
 از دیگري سري براي همچنین )الکتروپوریشن( فوق

 ،بودند شده گرفته نظر در شاهد عنوان به که CHO هاي سلول
جاي  به شاهد، گروه هاي سلول به که تفاوت این با ؛شد انجام

DNA میکرولیتر  2، مقدارPBS استریل اضافه شد.  
  : SDS-PAGEانجام  

-pIRES2شده در وکتور  کلون ureEژن  بیانبررسی 
DSRed، به روش SDS-PAGE  این روش . صورت گرفت

 تمد به ولت 200 ولتاژ(هاي پروتئین  شامل الکتروفورز نمونه
بري  آمیزي ژل با کوماسی بلو و رنگ رنگ ،)صورت ساعت 3

 CHO هاي به این منظور، سلول. بر است توسط محلول رنگ
 تخریب) freeze and thow( متناوب انجماد و ذوب روش به

 سرنگ از استفاده با مدهآ دست هعصاره سلولی ب و شدند
. گردید ژل عمودي وارد روي هاي چاهک به هامیلتون
 نشانگر میکرولیتر5 مقدار ها چاهک از یکی در همچنین
 آمیزي سپس رنگ؛ انجام شد الکتروفورز و شد ریخته پروتئینی

  .گرفت انجام بلو کوماسی با ژل
  

  ها یافته
  :هلیکوباکتر پیلوري ureEتکثیر و جداسازي ژن 

DNA  از باکتري هلیکوباکترپیلوري با موفقیت استخراج
 ،درصد یکشده روي ژل آگارز  تخلیص DNAالکتروفورز . شد

. بود PCRبراي انجام  DNA دهنده کیفیت مناسب نشان
با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی ژن  PCRانجام واکنش 

ureE،  جفت بازي مربوط به محصول را تشکیل  552باند
درصد الکتروفورز  یکروي ژل  PCRصولات سپس مح ؛داد

  ).1شکل (گردیدند 
  
  
  
  
  
  
  
  

ساخت   bp 100مارکر: 1شماره . PCRروش  به ureEتکثیر ژن  -1 شکل
جفت بازي مربوط به تکثیر ژن  552باند : 4و  3، 2هاي  شماره .فیشرشرکت ترمو

ureE . میکسنمونه مستر(کنترل منفی : 4شماره PCR  بدونDNA(  

   :1کلونینگ و ساب T/Aزي سا کلون
منجر به T/A به روش  PCRسازي محصولات  کلون
هاي بررسی  آزمون. شد pTZ-ureEسازواره ژنی ساخت 

و هضم آنزیمی بود،  PCRکه شامل  T/Aسازي  صحت کلون
آمده، ناقل نوترکیب  دست ههاي ب نشان داد در بسیاري از کلنی

pTZ-ureE جام طوري که با ان به؛ تشکیل شده استPCR 
جفت بازي مربوط به ژن  522ها، محصول  روي این کلنی

-pTZهمچنین هضم آنزیمی وکتور . دست آمد هشده، ب کلون
ureE  با دو آنزیمSacI وXhoI   منجر به تشکیل دو باند

                                                        
1 Subcloning 

     ۵      ۴        ١        ٢        ٣  

500 bp 
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دهنده  ترتیب نشان جفت بازي گردید که به 522و  2886
   .باشند می ureEو قطعه ژن  pTZوکتور 

و درج آن  ureEینگ که شامل خروج ژن کلون نتایج ساب
با سه  ،است pIRES2-DSRedدر وکتور بیانی یوکاریوتی 

مورد ارزیابی قرار  ،، هضم آنزیمی و تعیین توالیPCRروش 
-pIRES2روي وکتور نوترکیب  PCRنتایج . گرفت

DSRed-ureE،  حضور ژنureE یید أرا در این وکتور ت
 SacIهاي  ر با آنزیمهمچنین برش آنزیمی این وکتو. نمود

 522و  5264هاي  سبب تشکیل دو قطعه به اندازه  XhoIو
-pIRES2 ترتیب مربوط به وکتور جفت بازي گردید که به

DSRed ژن و ureE باشند می.  
 آنزیمی هضم تصویر حاصل از الکتروفورز محصولات 

 تعیین نتایج. است شده داده نمایش 2 شکل در نهایی سازواره
دهنده  نشان ،نهایی سازواره در شده کلون ureE ژن توالی

 یا جهش هرگونه سازي این ژن و عدم وجود صحت کلون
نیز تصویر  3در شکل . بودتوالی این ژن  در نوکلئوتیدي تغییر

. شود شماتیک واکسن ژنی ایجاد شده در این تحقیق دیده می
، بخشی از تصویر دندروگرام حاصل از 4همچنین در شکل 

  .شود سازي شده، دیده می کلون ureEلی ژن تعیین توا
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

  
با  pIRES2-DSRed-ureE هضم آنزیمی سازواره نهایی  -2شکل

 522 و 5262 هاي اندازه با باندهاي: 2و 1شماره هاي  .SacIو   XhoIدو آنزیم 
 شماره. ureE ژن  و  pIRES2-DSRed وکتور به مربوط ترتیب به بازي جفت
  .SM0313یک کیلو جفت بازي شرکت ترمو فیشر با شماره کاتالوگ مارکر : 3

  
  

pIRES2-DSRed-ureتصویر شماتیک سازواره نهایی  - 3شکل 

  
  
  
  

 ureEتصویر بخشی از دندروگرام مربوط به تعیین توالی ژن  - 4شکل 
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  بحث
است که دار  اژكت هلیکوباکتر پیلوري، باسیلی مارپیچی و

محل  .باشد هاي انسانی می ونتترین عف شایععامل یکی از 
مخاطی معده انسان هاي  لایه در استقرار هلیکوباکتر پیلوري

 ).1(است 
تواند بار عفونت و  می هلیکوباکتر پیلوريواکسیناسیون 

 باید تنها آل نه یک واکسن ایده .آن را کاهش دهد پیامدهاي
 بلکه ،خوبی داشته باشدوري  شده و سابقه بهره ایمنی اثبات

مدت ارائه دهد و کمترین ایمنی درازبوده و  ارزان قیمت دبای
واکسیناسیون هلیکوباکتر . نیاز داشته باشدز را وتکرار د

پیلوري، هم از منظر درمان این بیماري و هم از منظر 
جلوگیري از بروز آن، یک روش مناسب براي رفع این مشکل 

ر هاي ژنی در مقایسه با سای واکسن). 20(آید  نظر می به
تر بودن  تر، خالص ها داراي مزایایی چون تولید ساده واکسن

   ).21(باشند  داري آسان می سازي و نگه ذخیره محصول، 
آز  هاي مجموعه ژنی اوره  یکی از ژن ،مطالعهدر این 
این مجموعه . یلوري، مورد بررسی قرار گرفتهلیکوباکتر پ

 گذشته،شامل اجزاي متعددي است که در تحقیقات  ،ژنی
هاي مختلف مورد ارزیابی قرار برخی از این اجزا از مسیر

این اجزا و  ژنیک در بسیاري از موارد، خاصیت آنتی. اند گرفته
بودن آنها براي سیستم ایمنی، به اثبات رسیده است  كمحرّ

  .شود که در ادامه به شرح و مقایسه این موارد پرداخته می
اقدام ، PCR، کریمی و همکاران به روش 2001در سال  

از ژنوم هلیکوباکتر  ureBو  ureAهاي  به جداسازي بخش
ین سپس این محقق. شده در ایران پرداختند هاي ایزوله پیلوري

سازي و در  کلون pETشده را در وکتور قطعات ژنی یاد
مطالعه این ). 16(بیان نمودند  BL21سویه  E. coliباکتري 

مطالعه هت زیادي با شبا ،شده کار گرفته هاي به از نظر تکنیک
دیگري از مطالعه حاضر، جداسازي بخش اما در  ارد؛د حاضر

جداسازي و کلون  ureEو ژن  آز انجام شد مجموعه ژنی اوره
نیز بر  ureEبررسی بیان در مطالعه حاضر همچنین . گردید

در سلول یوکاریوت انجام  خلاف کار کریمی و همکاران،

بر  مطالعهوتی که در این اهمیت موضوع بیان یوکاری .پذیرفت
خاطر ایجاد پتانسیل لازم براي این سازواره  د، بهیگرد کید أآن ت

گونه که در محیط آزمایشگاه قادر به تولید  است که همان
محصول در سیستم یوکاریوتی است، قادر به تولید محصول 

به عنوان (مایشگاهی زخود در صورت تزریق به عضله حیوان آ
  . باشد ینیز م) واکسن ژنی

 خانی و همکاران شده توسط حاجی انجاممطالعه در 
از ژنوم سویه   hpaAو  ureB332کدکنندههاي  ، ژن)1389(

پیلوري جدا شد و با هضم آنزیمی به  استاندارد هلیکوباکتر
سپس سازواره حاصل به . وارد گردید pET28a داخل ناقل

از شد و پس ي و بیانی منتقل ساز هاي کلون داخل میزبان
روش کروماتوگرافی تمایلی  ی بهپروتئینید بیان ترکیب تأی

روش  ژنیسیته آن به توسط رزین نیکل تخلیص و سپس آنتی
و  PCRنتایج هضم آنزیمی . گذاري وسترن بررسی شد لکه

در حامل مورد  درستی هتعیین توالی نشان داد که ژن هدف ب
در  HpaAدریافتند که استفاده از آنها . نظر کلون شده است

در مقایسه با  HpaA-UreBژنی مانند  هاي چند آنتی واکسن
در ). 22(تأثیر بیشتري خواهد داشت  ،تنهایی استفاده آن به

این است که از دو ژن  خانی نکته قابل توجه حاجی مطالعه
هاي  یعنی از یکی از بخش ؛هلیکوباکتر استفاده شده است

ایی خوبی داشته ز که نتایج ایمنی )ureB( آز خوشه ژنی اوره
ثیر آن افزوده أبر ت ،hpaAژن کمکی شده و کاربرد  استفاده

خانی و  شده توسط حاجی انجام مطالعهتشابه کار ما با  .است
 مطالعهآز در هر دو  همکاران، استفاده از یکی از اجزاي اوره

  .است
و همکاران اقدام به جداسازي و  Jie، 2013در سال 

. آزي نمودند هاي اوره موعه ژناز مج ureIسازي بخش  کلون
را در وکتور  ureIاین محققان با هدف انجام واکسن ژنی، ژن 

نمودند و سازواره وارد  (+)pCDNA3.1بیانی یوکاریوتی 
این . دست آوردند هرا ب  pCDNA3.1(+)-ureIنهایی

 ،محققان در نتیجه کار خود اعلام نمودند که این سازواره ژنی
ك بوده و محرّ UreIصول پروتئینی قادر به بیان موفق مح
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صورت واکسن  به C57BL/6هاي نژاد  سیستم ایمنی موش
ه موفقیت این سازوار ،گیري کلی این کار نتیجه .باشد ژنی می

بسیار قوي از نوع سلولار و همولار  نیدر ایجاد پاسخ ایم ژنی
و همکاران از چند جنبه  Jie مطالعه. صورت همزمان بود به

و همکاران  Jieاول اینکه . مطالعه حاضر استد یؤمشابه و م
از یک ژن موجود در مجموعه ژنی  مطالعه حاضر همانند

این ژن را  نیزو همکاران  Jieدوم اینکه، . ندآز بهره گرفت اوره
. مشاهده نمودنددر وکتور یوکاریوتی بیان نموده و نتایج خوبی 

مطالعه  کار رفته در هر چند نوع وکتور یوکاریوتی به ؛)18(
  .متفاوت بودو همکاران  Jie مطالعهبا  حاضر
یکی از مواردي که براي انتخاب نوع ژن اهمیت دارد،  

ژنی در محصول ژن مورد نظر  اطمینان از وجود خاصیت آنتی
آز هلیکوباکتر  دهد که آنزیم اوره مطالعات نشان می. است

صورت خالص به حیوان  پیلوري، در صورتی که به
تزریق گردد، موجب تحریک سیستم ایمنی و آزمایشکاهی 

). 23(شود  این باکتري می بر ضدایجاد ایمنی حفاظتی نسبی 
ژنیک در سایر اجزاي خوشه  مطالعات دیگر وجود خاصیت آنتی

هایی  این خوشه ژنی داراي بخش. اند آز را نشان داده ژنی اوره
 ureHو  ureA ،ureB ،ureI ،ureE ،ureF ،ureG :شامل

ك سیستم ایمنی صورت مجزا، محرّ ه هر کدام بهاست ک
در مطالعات دیگر روي سایر ). 24، 15(باشند  میزبان می

ژنی  عنوان یک عامل آنتی به ureEها نیز ژن  میکروارگانیسم
 ureEدر یرسنیا انتروکولیتیکا، از ژن  مثلاً. معرفی شده است

قیقات که با بررسی این تح). 25(اند  ژن نام برده عنوان آنتی به
، به خوبی مشخص است توسط مجققان دیگر به نتیجه رسیده

فاکتور مناسبی براي بررسی در  ureEگردد که ژن  می
  . راستاي ایجاد واکسن نوترکیب است

گرفته توسط محققین دیگر در  صورت در مطالعات
هاي اخیر که به برخی از آنها در بالا اشاره شد، توان  سال

آز و  واحدهاي مختلف اورهزیرها و  زایی بخش ایمنی
. هاي کمکی در کنار این آنزیم به اثبات رسیده است پروتئین

یک واکسن  منظور ایجاد به ureEاز ژن  حاضردر تحقیق 

تحقیقات دز نظر گرفتن  باکه  نوترکیب بهره گرفته شد
زایی  تواند از قدرت ایمنی این ژن می رسد به نظر می دیگران،

  .اکتر پیلوري برخوردار باشدهلیکوب بر ضدثري ؤم
  
  گیري نتیجه

باکتري هلیکوباکتر پیلوري  ureE، ژن در مطالعه حاضر
در وکتور سپس این ژن . و جداسازي شد با موفقیت تکثیر

pTZ ناقل توان گفت،  بنابراین می ؛سازي گردید کلون
، ureEعنوان منبعی از ژن   تواند به می pTZ-ureEنوترکیب 

ات متعدد در زمینه تولید پروتئین نوترکیب یا براي انجام تحقیق
در اختیار هلیکوباکتر پیلوري و غیره  بر ضدبادي  تولید آنتی

سازه ژنی نهایی  تر اینکه، نکته مهم. محققان کشور قرار گیرد
 ،pIRES2-DSRed-ureEبا نام  مطالعهآمده در این  دست هب

از این نکه اول ای ؛برخوردار استهایی  از دو جهت از پتانسیل
 UreEبراي تولید پروتئین نوترکیب  توان می ژنی سازواره

 واکسن صورت بهآمده،  دست هاستفاده کرد و از محصول ب
نیز بیشتر در این پروژه کاربرد دوم که . استفاده نمود پپتیدي

ن وکتور بیانی نوترکیب یوکاریوتی نظر بوده، استفاده از ای مد
 موفق و اولیه بیان دیگر، تولید به. واکسن ژنی استدر تولید 

 در که یوکاریوتی سیستم در ureE محصول پروتئینی ژن
 کاربرد راستاي در روشن راهی شد، محقق حاضر پژوهش

pIRES2-DSRed-ureE مدل در ژنی واکسن عنوان به 
 مطالعات به نیاز موضع این البته .دهد می قرار رو پیش حیوانی
ناسیون حیوان آزمایشگاهی و ویژه در زمینه واکسی به بیشتر

  . ارزیابی پاسخ هاي ایمنی آن دارد
  

  تقدیر و تشکر
سرکار کارشناسی ارشد نامه  پایان مقاله برگرفته ازاین 

خانم مریم قربانی با کد اخلاق مصوبه پایان نامه 
IR.IAUSHK.1395.5213 وسیله از  بدین. باشد می

ولوژي مرکز تحقیقات بیوتکناري صمیمانه همکاران همک
  .تشکر داریم د اسلامی واحد شهرکرد، کمالدانشگاه آزا
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