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 مجلة دانشگاه علوم پزشكی بابل
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 اسلامیدانشگاه آزاد  گروه زیست شناسی، دانشكده علوم پایه، واحد شهرکرد،-6

 دانشگاه آزاد اسلامی ،،مرکز تحقیقات بیوتكنولوژی، واحد شهرکرد-2

 

 23/2/36 ، پذیرش:22/6/36 ، اصلاح:7/62/33دریافت: 

 
 خلاصه

ی مختلف اوره آز، از یک ارگانیسم مارپیچی شكل و گرم منفی بوده که عامل زخم معده است و نقش مهمی در ایجاد سرطان معده دارد. اجزا هلیكوباکترپیلوری :سابقه و هدف

نظر می رسد. هدف از تحقیق عوامل مهم برای تحریک سیستم ایمنی هستند. هنوز واکسن موثری علیه این باکتری وجود ندارد و تحقیقات در زمینه یافتن واکسن، ضروری به 

 و بررسی بیان آن است. ureIحاضر، ایجاد سازواره ژنی بر اساس ژن 

جفتت  662تهیه شده از موسسه پاستور، صورت پذیرفت. قطعه  هلیكوباکترپیلوریروی ژنوم سویه استاندارد  PCRبا انجام  ureIلعه تجربی، تكثیر ژن در این مطا ها:مواد و روش

اره انجتام شتد. ستازو PIRES2-EGFPکلتون گردیتد، ستسا ستاو کلونینت  ایتن ژن در پلاستمید  pTZدر پلاستمید  T/A cloningبته روش  ureIبازی مربوط به 

PIRES2-EGFP-ureI ی ربه روش الكتروپوریشن به سلول های جانوCHO  منتقل و بیان یوکاریوتی ژنureI  با تكنیکRT-PCR بررسی گردید. 

و تعیتین   EcoRIو  SacI، هضم آنزیمی توسط PCRبا استفاده از تكنیک های  PIRES2-EGFPو  pTZدر دو ناقل  ureIجفت بازی ژن  662کلونین  قطعه  ها:یافته

 .تشكیل شد ureIترانسفرم شده، باند مربوط به ژن  CHOروی سلول های  RT-PCRتوالی تایید گردید. پا از انجام 

را دارد. بیان موفق این ژن در سلول های جانوری، می تواند در جهت بررسی ایمنی زایی در  ureI، قدرت بیان ژن PIRES2-EGFP-ureIوکتور نوترکیب  گیری:نتیجه

 انات آزمایشگاهی به عنوان یک واکسن نوترکیب مد نظر قرار گیرد. حیو

 .، الكتروپوریشن، بیان ژنureI، کلون سازی، هلیكوباکترپیلوری های کلیدی:واژه
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 مقدمه 

عامل التهاو دستگاه گوارش، زخم معده، زخم دوازدهه و  هلیكوباکترپیلوری

یكروارگانیسم یک باکتری گرم (. این م6یكی از عوامل اصلی سرطان معده است )

منفی، مارپیچی شكل، متحرک و تاژک دار است و در دیواره معده انسان زندگی 

سال است که با این  38222می کند. تحقیقات نشان داده که نسل بشر، حدود 

(. حدود نیمی از مردم جهان به این عفونت مبتلا هستند. در 2عفونت درگیر است )

نیز گزارش شده است مواردی از قبیل  %82ودگی بالاتر از بعضی از نقاط دنیا آل

در خردسالان و  %82در کودکان بومیان آلاسكا،  %86در سالخوردگان چینی،  89%

در بالغین کشور پرتقال دیده شده است. از دیدگاه کلی،  %81بالغین بولیوی، 

(. 9اشند )بیشترین مناطق آلوده دنیا شامل آمریكای مرکزی و شمالی و آسیا می ب

مبتلا هستند  هلیكوباکترپیلوریدرصد از کودکان در سطح جهان به  63تا  1/7بین 

و ابتلا به این عفونت معمولا در دوران کودکی به وقوع می پیوندد و اثرات آن 

در  2266در سال  هلیكوباکترپیلوری(. شیوع 1و3برای تمام عمر باقی می ماند )

کودکان و  %12ارش شده است. به طوری که گز %31کل جمعیت ایران به میزان 

زایی فاکتورهای بیماری(. 6بالغین در ایران به این عفونت مبتلا هستند ) 62%

 آز، فلاژل، ادهسین، سیتوکین فاکتورهای متعددی چون اوره هلیكوباکترپیلوری

 

زایی درگیر باشند که ممكن است در بیماریمی cagزا و جزیره پاتوژنسیته واکوئل

د مقدار زیادی از اوره آز تولید کند و اوره را پیلوری می توان(. هلیكوباکتر7شند )با

هیدرولیز کند. آنزیم اوره آز فعال دارای چندین زیر واحد است که مهمترین آنها 

UreA  وUreB ( کمسلكا ژنی آنزیم اوره آز به ترتیب به صورت 8هستند .)

ureA ،ureB ،ureI ،ureE ،ureF ،ureG  وureH  هلیكوباکترپیلوریدر ژنوم 

(. بررسی مطالعات گذشته نشان می دهد که اجزای 3در کنار هم قرار گرفته اند )

مختلف این کمسلكا ژنی به عنوان واکسن های نوترکیب )واکسن های ژنی یا 

، با هدف ایجاد 2226واکسن های پستیدی( مورد بررسی قرار گرفته اند. در سال 

کلون  pETدر پلاسمید پروکاریوتی  ureBو  ureAی واکسن نوترکیب، اجزا

(. در مطالعات متعدد دیگر 62بیان گردیده اند ) اشرشیاکلیسازی و در باکتری 

فعالیت تحریک سیستم ایمنی و واکنش سرمی برخی از اجزای این مجموعه ژنی 

در مالزی به انجام رسیده،  2261به اثبات رسیده است. در مطالعه ای که در سال 

، خاصیت واکنش دهی آن با سرم خون انسان ureGضمن کلون سازی و بیان 

نشان داده شده است در صورتی که در نمونه  هلیكوباکترپیلوریهای مبتلا به 

، تحقیقات 2269(. در سال 66های کنترل )افراد سالم(، چنین واکنشی دیده نشد )
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 و همكاران مهسا فاضلی؛ RT-PCRلوری به روش هلیكوباکترپی ureIمطالعه بیان ژن 

 

یک بسیار بالای موید تحر ureIانجام شده در مورد یک واکسن ژنی بر اساس 

یک پروتئین غشایی با  ureI(. 62سیستم ایمنی سلولی و هومورال بوده است )

کیلو دالتون است که برای زنده ماندن  7/26وزن مولكولی برابر با 

های در محیط اسیدی ضروری است. این ژن در انواع گونه هلیكوباکترپیلوری

نقش  هلیكوباکترپیلورییه های در بیشتر سو ureI(. 3و69هلیكوباکتر وجود دارد )

 هلیكوباکترپیلوریحفاظتی دارد و به عنوان یک مولكول ردیاو در تشخیص 

ممكن  ureI(. در بعضی از مطالعات نشان داده شده که 61استفاده می شود )

است در فرآیند حمل و نقل باکتری در داخل بدن نقش داشته باشد. همچنین این 

م فعالیت اوره آز سیتوپلاسمی در میكروارگانیسم ژن در حفاظت از اسید و تنظی

نقش دارد و بر اساس مطالعات موجود، آنزیم آوره آز باکتری، به عنوان یكی از 

امروزه از (. 8مطرح است ) هلیكوباکترپیلوریبهترین کاندیداهای واکسن علیه 

در گردد. پلاسمیدهای حامل قطعتات ژن خارجی به عنوان ایمونوژن استتفاده متی

ستبب  DNAهای حیوانی مشاهده شده که واکسیناسیون بته وستیله متدل

های ژنی (. واکسن63ایجاد ایمنی علیه بسیاری از عوامتل عفونتی شتده استت )

تر بودن تر، خالصهتا دارای مزایایتی چون: تولید سادهدر مقایسه با ستایر واکتسن

(. مطابق آنچه اشاره شد، 66د )باشنمحصول، ذختیره ستازی و نگهداری آسان می

بیشتر اجزای کمسلكا ژنی اوره آز برای تحریک سیستم ایمنی میزبان علیه 

مناسب هستند. از طرفی هنوز واکسن موثری علیه این باکتری  هلیكوباکترپیلوری

تولید نشده است. نظر به توان بالای آنتی ژنیک اجزای آنزیم اوره آز 

از آنها به عنوان کاندیداهای واکسن نوترکیب استفاده ، می توان هلیكوباکترپیلوری

کرد. یعنی ایجاد سازواره ای دو منظوره که بتوان از آن در مسیر تولید پروتئین 

نوترکیب برای کاربرد به صورت واکسن پستیدی یا تزریق مستقیم وکتور نوترکیب 

این  به میزبان به صورت واکسن ژنی بهره گرفت، مد نظر است. لذا هدف از

و  PIRES2-EGFPدر وکتور بیانی یوکاریوتی  ureIتحقیق کلون سازی ژن 

در رده سلول های تخمدان همستر چینی  RNAمطالعه بیان آن در سطح 

(Chinese hamster ovary: CHO  .می باشد ) 

 
 

 هامواد و روش
 انجام شده است.  6933این یک تحقیق تجربی است که در بهار سال 

پلاسمیدهای به کاربرده ویه های باکتریایی و سلول های جانوری: پلاسمیدها و س

به نام  T/Aشده در این تحقیق شامل پلاسمید مخصوص کلون سازی 

pTZ57R/T  شرکت ترمو فیشر، آمریكا( است که به منظور سهولت نگارش به(

، استفاده شده است. وکتور pTZاز مخفف آن به صورت  pTZ57R/Tجای 

)شرکت کلون تک، آمریكا(  PIRES2-EGFPریوتی به نام بیان شونده یوکا

نیز برای بیان ژن هدف مورد استفاده قرار گرفت. با توجه به ماهیت خاص این 

تحقیق که شامل جداسازی، کلون سازی و بیان ژن می باشد، نیاز به جمع آوری 

. به نمونه نبوده و از سویه های باکتریایی یا رده سلولی مشخص استفاده شده است

از هلیكوباکترپیلوری سویه استاندارد استفاده شد.  ،ureIمنظور بدست آوردن ژن 

سویه  E. coliبه منظور ترانسفورمیشن و تكثیر وکتورهای نوترکیب از باکتری 

Top10F  استفاده شد. این باکتری از مرکز تحقیقات بیوتكنولوژی دانشگاه آزاد

کرد ژن کلون شده در سلول جانوری، اسلامی شهرکرد تهیه شد. برای بررسی کار

 ( استفاده شد.  CHOاز سلول های تخمدان همستر چینی )

 هلیكوباکترپیلوریژنومی از  DNAتخلیص : ureIو تكثیر ژن DNA استخراج 

)شرکت سیناژن، ایران( مطابق روش کار کیت  DNAبا استفاده از کیت استخراج 

، همراه با رن  آمیزی %6رز تخلیص شده روی ژل آگا DNAانجام شد. کیفیت 

خالص سازی شده با نانودراپ  DNAبوسیله اتیدیوم بروماید بررسی شد. غلظت 

منظور تكثیر ژن به  PCRواکنش )شرکت پک لب، آمریكا( اندازه گیری گردید. 

ureI 5 و برگشت استفاده از پرایمر رفت، با'-

TTGGAGCTCAAGGATAAGGCAATGCTAGGAC-3′ 5 و'-

TGAGAATTCCACACCCAGTGTTGGATAAAG-3′ صورت 

و برگشت به ترتیب  پریم هر یک از پرایمرهای مذکور رفت-3پذیرفت. در سر 

 در نظر گرفته شد.  EcoRIو  SacIسایت برش مخصوص دو آنزیم 

 Master Cycler Gradientاز دستگاه  PCRجهت انجام واکنش 

 23هایی در حجم ن PCR)شرکت اپندرف، آلمان( استفاده شد و واکنش 

 2MgCl ،23میلی مولار  2الگو،  DNAنانوگرم  22میكرولیتر به صورت 

میكرو مولار  222و  Taqپلیمراز  DNAواحد آنزیم  6پیكومول از هر پرایمر، 

dNTP Mix  تا  2انجام گرفت )همه مواد ساخت شرکت سیناژن، ایران(. سسا

خیر، روی مخلوط قطره روغن معدنی استریل برای جلوگیری از آلودگی و تب 9

اضافه گردید. همچنین شرایط دمایی جهت تكثیر ژن شامل یک  PCRواکنش 

 31سیكل تكراری  92دقیقه،  3درجه سانتی گراد به مدت  33سیكل حرارتی 

 72دقیقه،  6درجه سانتی گراد به مدت  62دقیقه،  6درجه سانتی گراد به مدت 

درجه سانتی گراد به  72تهایی دقیقه و یک سیكل ان 6درجه سانتی گراد به مدت 

برای کنترل منفی ر تتقطیر بادقیقه بود. در کنار نمونه ها از آو دیونیزه دو  3مدت 

حاوی اتیدیوم  %6بدست آمده، بر روی ژل آگارز  PCRاستفاده شد و محصولات 

( مشاهده و مورد بررسی UVبروماید الكتروفورز گردیدند و با نور ماورای بنفش )

 ند.قرار گرفت

به کمک تیغ اسكالسل از ژل جداسازی و  ureIمربوط به ژن  DNAقطعه 

از ژل )شرکت بیونیر، کره جنوبی( مطابق با  DNAبا استفاده از کیت استخراج 

دستورالعمل کیت، تخلیص شد. برای اطمینان از صحت قطعه ژن تخلیص شده و 

کنار مارکر  درصد و در 6میكرولیتر از آن بر روی ژل آگارز  9کیفیت آن، 

 الكتروفورز و مشاهده شد.

تكنیكی است که برای کلون سازی  T/Aکلون سازی : T/Aکلون سازی 

انجام می شود. در این تحقیق به منظور انجام کلون سازی  PCRمحصولات 

T/A  ازT-vector  با نامpTZ  .شرکت ترمو فیشر، آمریكا( بهره گرفته شد(

وش کار کیت، الحاق یا متصل ، مطابق رTبه وکتور  PCRمحصولات 

(Legated( شدند. سسا محصول الحاق شده )Ligation در باکتری )

به روش شیمیایی و با استفاده از کلرید کلسیم  TOP10 Fسویه  اشرشیاکلی

 LBهای یاد شده در محیط آگاردار مولار سرد استریل ترانسفورم شد. باکتری 6/2

گرم در هر میلی لیتر آمسی سیلین کشت داده میكرو 32)لوریا برتانی آگار( محتوی 

های حاصل با استفاده از کیت )شرکت کیاژن، آمریكا(، تخلیص شدند. از کلنی

و با  PCRپلاسمید انجام شد و سسا تایید اولیه صحت کلونین  به روش 

صورت گرفت. تاییدات تكمیلی و  ureIاستفاده از پرایمرهای اختصاصی ژن 

 به روش هضم آنزیمی و تعیین توالی ارزیابی گردید.نهایی سازواره حاصل 

توسط  PIRES-EGFPابتدا وکتور بیانی کلون سازی ژن در وکتور بیانی: 

)شرکت ترمو فیشر، آمریكا( و در حضور   EcoRIو  SacIهای محدودالاثر آنزیم
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ساعت محلول حاصل روی ژل  1بریده شد. پا از گذشت  Y/Tangoبافر 

گردید. تک باند مشاهده شده نشان دهنده برش وکتور آگارز الكتروفورز 

PIRES-EGFP ها بود. باند بریده شده توسط کیت استخراج توسط این آنزیم

DNA  از ژل )شرکت بیونیر، کره جنوبی(، خالص سازی شد. همچنین ژنureI 

 EcoRIو  SacIنیز به همین روش توسط دو آنزیم  PTZکلون شده در وکتور 

با وکتتور  pTZجداسازی و تخلتیص شتده از وکتور  ureIژن برش داده شد. 

PIRES-EGFP  در حضور آنزیمT4- )لیگاز )شرکت ترمو فیشر، آمریكا

 PIRES-EGFPو وکتور بیانی  ureIمخلوط گردید و واکنش اتصال بین ژن 

 TOP10Fسویه  E. coliانجام شد. محصتول واکنش اتصال به باکتری 

 622حاوی کانامایسین بتا غلظتت  LB Agarمنتقل و در محتیط کشتت 

لیتتتر کشتتت داده شتتد. پتتا از استتتخراج پلاستتمید میكروگترم بتر میلتتی

سازی و تشكیل وکتور نوترکیب های بدست آمده، صحت کلوناز کلونی

PIRES-EGFP-ureI  به ترتیب با روش هایPCR هضم آنزیمی با دو ،

 (.63تعیین توالی، مورد بررسی قرار گرفت ) و نهایتا EcoRIو  SacIآنزیم 

به : PIRES-EGFP-uerIسلول جانوری با سازواره نهایی ترانسفرم کردن 

در سلول جانوری، از سلول تخمدان هامستر چینی  ureIمنظور بررسی بیان ژن 

(CHO استفاده شد و برای ترانسفورمیشن این سلول ها از روش الكتروپوریشن )

 به منظور انجام الكتروپوریشن از دستگاه الكتروپوریشن مدلبهره گرفته شد. 

Gene Pulser Xcell  از  2×662)شرکت بیوراد، آمریكا( استفاده شد. تعداد

مخصوص  1/2میكرولیتر در کووت  122شمارش و در حجم  CHOسلول های 

نانوگرم در هر میكرولیتر از وکتور  822الكتروپوریشن ریخته شد. سسا مقدار 

، به سلول های درون کووت در شرایط PIRES-EGFP-ureI کیبنوتر

دقیقه روی یخ قرار داده شد.  3استریل )زیر هود( اضافه شد و کووت به مدت 

ها با کمک گاز استریل خشک شد و در  دیواره های بیرونی کووت حاوی سلول

ده دستگاه الكتروپوریشن قرار داده شد. پالا الكتریكی با شرایط بهینه سازی ش

میكروفاراد به سلول ها داده شد و سلول ها بلافاصله به  122کیلو ولت و  671/2

دقیقه روی یخ قرار داده شدند. سسا سلول های الكتروپوریت شده در  2مدت 

درصد  62)شرکت گیبكو، آمریكا( به همراه  RPMIفلاسک کشت حاوی محیط 

FBS  ت داده شدند و به و آنتی بیوتک های پنی سیلین و استرپتومایسین کش

قرار  CO2درصد  3درجه سانتی گراد و  97ساعت در انكوباتور با دمای  6مدت 

میكروگرم در هر  622داده شدند. سسا به هر یک فلاسک های کشت مقدار 

میلی لیتر آنتی بیوتیک نئومایسن )مارکر انتخابی برای سلول های ترانسفرم شده با 

ساعت دیگر در انكوباتور  72ها به مدت وکتور نوترکیب( اضافه شد و سلول 

تمامی مراحل فوق )الكتروپوریشن( برای سری دیگری از  نگهداری گردیدند.

که به عنوان شاهد در نظر گرفته شده بودند نیز انجام شد با  CHOسلول های 

 اضافه نگردید. DNAاین تفاوت که به سلول های گروه شاهد، هیچگونه 

کلون شده در  uerIمطالعه بیان ژن  برای: RNAبررسی بیان ژن در سطح 

 reverseاز روش رونوشت برداری معكوس ) PIRES-EGFPوکتور 

transcriptionهای ( بهره گرفته شد. به این منظور، از سلولCHO  ترانسفرم

و سلول های گروه کنترل  PIRES-EGFP-uerIشده با پلاسمید نوترکیب 

 RNAز کیت )شرکت کیاژن، آمریكا(، استخراج )فاقد وکتور نوترکیب( با استفاده ا

های بدست آمده با استفاده از نانودراپ  RNAصورت پذیرفت. کیفیت و غلظت 

از کیت  cDNA)شرکت پک لب، آمریكا( مورد ارزیابی قرار گرفت. برای تهیه 

های  cDNAروی  PCR)شرکت ترمو فیشر، آمریكا( استفاده شد. واکنش 

انجام شد.  هلیكوباکترپیلوری uerIایمرهای اختصاصی ژن حاصل، با استفاده از پر

با توجه به اینكه بیشتر مراحل این تحقیق، منجر به تولید محصول در هر مرحله 

می گردد، لذا معیار سنجش متغییر ها، مشاهده یا عدم مشاهده محصول تولیدی 

 در هر مرحله است. 

 

 

 هایافته
ژنومی  DNAدر این مطالعه، استخراج : هلیكوباکترپیلوری ureIجداسازی ژن 

پا از خوانش  DNAبا موفقیت انجام شد و غلظت  هلیكوباکترپیلوریاز باکتری 

نانوگرم در هر میكرولیتر نشان داده شد. نتایج الكتروفورز  293با نانودراپ، 

DNA  تخلیص شده بر روی ژل آگارز، نشان دهنده کیفیت مناسب آن جهت

، با توجه به ureIلی بتود. طول قطعه حاصل از تكثیر ژن انجتام آزمایشات مولكو

 662قطعه ای به طول  PCRپرایمرهای طراحی شده، پا از انجام واکنش 

به عنوان کنترل منفی استفاده  DNAجفت باز بود. در این آزمایش، از نمونه فاقد 

 یلوریهلیكوباکترپ، در واقع ژنوم ureIالگو برای تكثیر ژن  DNAشد. از آنجا که 

سویه استاندارد می باشد، لذا این الگوی استاندارد، علاوه بر ایفای نقش به عنوان 

DNA (. 6باشد )شكل الگو، به مثابه کنترل مثبت نیز می 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

جفت بازی  622: مارکر 6، ردیف PCRبه روش  ureI. تكثیر ژن 6شكل 

بدون  PCR: نمونه کنترل منفی )نمونه 2ساخت شرکت فرمنتاز، ردیف 

DNA جفت بازی مربوط به تكثیر ژن  662: باند 9-6(، ردیفureI 

 

بته روش PCR کلون سازی محصول کلونین : و ساو T/Aکلون سازی 

T/A  در وکتورpTZ، ای از ژن به منظور ایجتاد همسانهureI موجب تولید ،

ه های تاییدی به کار رفته در مورد صحت همسانگردید. تست pTZ-ureIسازه 

نشان داد  PCRو هضم آنزیمی بود کته واکنش  PCR شامل ureIسازی ژن 

باشند. همچنین می pTZ-ureIهای حاصل، واجد سازه درصد زیادی از کلون

بر روی پلاسمیدهای EcoRI و SacI های هضم آنزیمی دوگانه بتا آنزیم

 pTZدر وکتور  ureIجفت بازی مربوط به ژن  662تخلیص شده، حضور قطعه 

و سسا EcoRI و  SacIرا نشان داد. هضم آنزیمی این سازواره با دو آنزیم 

جفت بازی به  662و  3928الكتروفورز روی ژل آگارز موجب تشكیل دو باند 

گردید. نتایج مربوط به  ureIو ژن  PIRES2-EGFPترتیب مربوط به وکتور 

و  SacIبا دو آنزیم  PIRES2-EGFP-ureIهضم آنزیمی سازواره نهایی 

EcoRI  نشان داده شده است. داده های حاصل از تعیین توالی ژن  2در شكل

ureI  کلون شده در سازواره نهایی در پایگاه بانک ژن جهانیBLAST  شد و
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98                                                                                                                                                             6936خرداد  /6نوزدهم/ شماره مجله دانشگاه علوم پزشكی بابل، دوره 

 و همكاران مهسا فاضلی؛ RT-PCRلوری به روش هلیكوباکترپی ureIمطالعه بیان ژن 

 

نتایج نشان داد که هیچگونه جهش یا تغییر نوکلئوتیدی در توالی این ژن بوجود 

 نیامده و درستی توالی آن مورد تایید است.

  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

و  SacIبا دو آنزیم  PIRES2-EGFP-ureIهضم آنزیمی سازواره نهایی . 2شكل 

EcoRI قطعه ژن 2-7جفت بازی ساخت شرکت فرمنتاز، ردیف  622: مارکر 6. ردیف :

جفت باز مربوط  3928و قطعه دیگر به اندازه  ureIجفت باز مربوط به ژن  662به اندازه 

-PIRES2-EGFPسمید نوترکیب : پلا8، ردیف PIRES2-EGFPبه وکتور 

ureI 

 

ها در مراحل کشت در حضور نتایج نشان داد، سلولالكتروپوریشن و بیان ژن: 

اند که موید دریافت پلاسمید نئومایسین نسبت به این آنتی بیوتیک مقاوم شده

برای تایید  RT-PCRنوترکیب حاصل می باشد. نتایج انجام واکنش اختصاصی 

ول های جانوری، مثبت بود. به طوری که پا از انجام در سل ureIبیان ژن 

های حاصل از واکنش رونوشت برداری معكوس  cDNAروی  PCRواکنش 

برای سلول های دریافت کننده پلاسمید نهایی نوترکیب حامل ژن هدف، باند 

تشكیل شد. اما همین آزمایش برای  ureIجفت بازی مربوط به ژن  662

ترکیب، مثبت نبود. نتایج این آزمایش تایید کننده بیان سلولهای فاقد پلاسمید نو

 در سلول های تخمدان همستر چینی می باشد. ureIموفق ژن 

 
 
 حث و نتیجه گیریب

به عنوان یكی از مهمترین آنتی ژن های  ureIدر این تحقیق، ژن 

در سیستم یوکاریوتی بیان شد. این ژن در وکتور بیانی  هلیكوباکترپیلوری

 RNAکلون سازی و بیان موفق آن در سطح  PIRES2-EGFPی یوکاریوت

یا تخمدان همستر چینی  CHOدر سلول های جانوری  RT-PCRبه روش 

دیده شد. کمسلكا ژنی اوره آز در بر گیرنده مهمترین و موثرترین ژن هایی است 

ارتباط دارند. این مجموعه ژنی که  هلیكوباکترپیلوریکه مستقیما با حیات و بقای 

ژن به  7ژن های کمكی است در مجموع شامل امل زیر واحد های اصلی و ش

(. در 3است ) ureHو  ureA ،ureB ،ureI ،ureE ،ureF ،ureGهای نام

تحقیقات متعدد، بیشتر اجزای کمسلكا اوره آز با اهداف مختلف، کلون سازی و 

ای این مطالعه شده اند و اغلب مطالعات وجود خاصیت آنتی ژنیک در سایر اجز

و همكاران اقدام به تكثیر و  Jie، 2269خوشه ژنی را نشان داده اند. در سال 

از مجموعه ژنهای اوره آزی نمودند. این محققان ژن  ureIکلون سازی بخش 

ureI  را در پلاسمید بیانیpCDNA3.1(+)  وکتور نوترکیب  ودرج

pCDNA3.1(+)-ureI ر خود اعلام . این محققان در نتیجه کاکردند را تولید

می باشد  UreIنمودند که این سازواره ژنی قادر به بیان موفق محصول پروتئینی 

و محرک سیستم ایمنی حیوانات آزمایشگاهی به صورت واکسن ژنی می باشد و 

نتیجه گیری کلی این کار موفقیت این سازوارده در ایجاد پاسخ ایمنی بسیار قوی 

و همكاران از چند  Jieرت توام بود. تحقیق از نوع ایمنی سلولی و همورال به صو

 ureIدیدگاه با کار ما شباهت دارد. در درجه اول اینكه مثل تحقیق ما از ژن 

استفاده نموده اند. دوم اینكه، این ژن را در وکتور بیانی یوکاریوتی درج نموده اند و 

کار رفته در (. هر چند نوع وکتور یوکاریوتی به 62نتایج مناسبی بدست آورده اند )

تحقیق ما با تحقیق اخیر متفاوت بوده است. در تحقیق دیگری، پژوهشگران اقدام 

های ایزوله  هلیكوباکترپیلوریاز ژنوم  ureBو  ureAبه تكثیر زیر واحد های 

درج  pETشده در ایران پرداختند. این قطعات ژنی ابتدا در وکتور پروکاریوتی 

 (. 62بررسی شد ) شیاکلیاشرشدند و بیان آن ها در باکتری 

ین تحقیق از نظر تكنیک های مورد استفاده، شباهت زیادی با تحقیق ما ا

خش دیگری از مجموعه ژنی اوره داشت اما در تحقیق حاضر، اقدام به جداسازی ب

نیز بر خلاف کار  ureIرا تكثیر و درج نمودیم. بررسی بیان  ureIو ژن آز شده 

وت انجام پذیرفت. اهمیت موضوع بیان یوکاریوتی این محققان، در سلول یوکاری

که در مطالعه ما بر آن تاکید می گردد، به خاطر ایجاد پتانسیل لازم برای این 

همانگونه که در محیط آزمایشگاه قادر به بیان ژن در سیستم  .سازواره است

یوکاریوتی است، لذا قادر به تولید محصول خود در صورت تزریق به عضله حیوان 

 ureBو همكاران ژن  Guآرمایشگاهی )به عنوان واکسن ژنی( نیز می باشد. 

را به منظور بیان آن در گیاه موزاییک تنباکو کلون سازی کردند.  هلیكوباکترپیلوری

کلون سازی  pBI121درون وکتور  هلیكوباکترپیلوری ureBدر این مطالعه ژن 

رن بلات بیان این و وست RT-PCRشد و پا از کلون سازی توسط روش های 

در یک  هلیكوباکترپیلوریژن را تایید کردند. این مطالعه اولین گزارش از بیان ژن 

و همكاران نیز همانند تحقیق ما، بیان ژن در  Guسیستم گیاهی بود. در مطالعه 

(. 67سنجش شده است ) RT-PCRو به روش  RNAمرحله بیان 

Strugastky  با بیماری های  وباکترپیلوریهلیكو همكارانش عنوان کردند که

گوارشی مانند گاستریت مزمن، زخم معده، لنفوم معده و سرطان معده در ارتباط 

و  هلیكوباکترپیلوریپروتئین غشای داخلی  ureIاست و همچنین عنوان کردند 

به شدت حفاظت شده است و یک عامل کلیدی برای کلونیزاسیون 

می تواند به عنوان آنتی ژن و  ureIاست و در معده پستانداران  هلیكوباکترپیلوری

مورد استفاده قرار  هلیكوباکترپیلورییک نشانگر مولكولی خوبی برای شناسایی 

 (. 68گیرد )

 هلیكوباکترپیلوریباکتری  ureIو همكاران ژن  Wangدر مطالعه دیگری 

را در باکتری اشرشیاکلی کلون سازی کردند که در نهایت به تولید کانستراکت 

BL21+/ureI انجامید. آنها همچنین با روشSDS PAGE  و وسترن بلات

در اجسام انكلوزیونی تولید شده و قادر است  ureIنشان دادند که پروتن نوترکیب 

علیه هلیكوباکتر فعالیت کند. آنها بیان این پروتئین در پلاسمید پروکاریوتی را 

در اجسام  rUreI/his بررسی کردند و به این نتیجه رسیدند که بیان پروتئین

انكلوزیونی قادر است بر علیه آنتی بادی های هلیكوباکتر و هیا ت  فعالیت کند 

در جوامع انسانی در سراسر  هلیكوباکترپیلوریبا توجه به شیوع نسبتا بالای  (.63)

دنیا و بخصوص معرفی آن به عنوان یكی از عوامل مهم سرطان دستگاه گوارش 

راه های پیشگیری از این عامل عفونی را گوشزد می کند. انسان، لزوم توجه به 
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یكی از بهترین راه ها در پیشگیری از بروز این عفونت، واکسیناسیون است. تا 

تولید نشده و مطالعه در زمینه واکسن  هلیكوباکترپیلوریکنون واکسن موثری علیه 

ی در مهار تواند به عنوان ابزار پیشگیری مناسب و گام بزرگهای نوترکیب می

با توجه به نتایج بدست آمده از این مطالعه تجربی، باشد.  هلیكوباکترپیلوریعفونت 

کلون شد و وکتور نوترکیب  T/Aابتدا به روش  هلیكوباکترپیلوری ureIژن 

pTZ-ureI  تولید شد. این پلاسمید نوترکیب به عنوان منبع مطمئنی از ژن

ureI ر کشور قرار گیرد و در مراکز تحقیقاتی می تواند در اختیار سایر محققان د

به بانک ذخیره ژن آنها، افزوده گردد. از طرفی وکتور نوترکیب نهایی 

PIRES2-EGFP-ureI  که بواسطه آن ژنureI  که ویژگی مهم آن(

تحریک سیستم ایمنی میزبان است( در سلول های جانوری در محیط کشت 

است. یكی کاربرد آن در تحقیقات  سلولی بیان شد، از دو دیدگاه دارای اهمیت

و استفاده به عنوان کاندیدای واکسن  ureIآینده به عنوان تولید کننده محصول 

نوترکیب پستیدی و از سوی دیگر کاربرد آن به صورت مستقیم در حیوانات 

 آزمایشگاهی به صورت واکسن ژنی، می تواند مد نظر قرار گیرد.  

 
 

 تقدیر و تشكر
جهت  عاونت پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکردم ازبدینوسیله 

آقایان حمیدرضا کبیری سامانی و  همكاریو همچنین از  این تحقیقحمایت از 

  گردد.می قدردانی و تشكر، اسماعیل محمودی
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ABSTRACT  
BACKGROUND AND OBJECTIVE: Helicobacter pylori is a spiral shaped and gram negative bacterium which 

causes peptic ulcer and has an important role in gastric carcinoma. Different components of urease are the important 

factor to stimulate the immune system. There is no effective vaccine against this bacteria and research on finding an 

effective vaccine is necessary. The aim of present study was to produce ureI gene construct and evaluation of the 

expression of this gene.  

METHODS: In this experimental study, the amplification of ureI gene was performed using PCR on standard strains 

of H. pylori genome that obtained from Pasteur institute. 612 bp fragment of ureI gene was cloned by T/A cloning 

technique into pTZ plasmid, and sub-cloning was done in PIRES2-EGFP vector. PIRES2-EGFP-ureI recombinant 

vector was transformed using electroporation into CHO cells and ureI gene expression was evaluated by RT-PCR. 

FINDINGS: Cloning of 612 bp fragment for ureI gene in pTZ and PIRES2-EGFP vectors had confirmed using PCR, 

digestion by SacI/EcoRI restriction enzymes and sequencing. After the RT-PCR on transformed CHO cells, the ureI 

gene fragment was observed. 

CONCLUSION: The PIRES2-EGFP-ureI recombinant vector can express the ureI gene. The successful gene 

expression of this target gene in animal cells can be used to evaluate the immunogenicity as a vaccine in laboratory 

animals. Also, this generated recombinant vector has the potential for assay as DNA vaccine in future experiments. 

KEY WORDS: Helicobacter pylori, cloning, ureI, Electroporation, Gene Expression. 

 

 

Please cite this article as follows: 

Fazeli M, Doosti A. Study of the Expression of Helicobacter Pylori Urei Gene by RT-PCR. J Babol Univ Med Sci. 

2017;19(6):35-41. 

 

                                                 
 Corresponding author: A. Doosti (PhD) 

Address: Biotechnology Research Center, Shahrekord Branch, Islamic Azad University, Shahrekord, I.R.Iran 

Tel: +98 38 33361048 

E-mail: abbasdoosti@yahoo.com 

 [
 D

O
I:

 1
0.

22
08

8/
jb

um
s.

19
.6

.5
 ]

 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.1
56

14
10

7.
13

96
.1

9.
6.

10
.1

 ]
 

                               6 / 7

http://dx.doi.org/10.22088/jbums.19.6.5
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15614107.1396.19.6.10.1


 

J Babol Univ Med Sci; 19(6); Jun 2017                                                                                                                                                                                        16 
Study of the Expression of Helicobacter Pylori…; M. Fazeli, et al 

 

References 

1.Suganya K, Prem Kumar A, Sekar B, Sundaran B. Protection of mice against gastric colonization of Helicobacter 

pylori by therapeutic immunization with systemic whole cell inactivated vaccines. Biologicals. 2017;45(2017):39-46. 

2.Mendoza-Elizalde S, Olivares-Cervantes AL, Zuñiga G, Valencia-Mayoral P, Vigueras Galindo JC, Velázquez-

Guadarrama N. Microevolutionary history of helicobacter pylori during Infection: a review. J Genetic Gen Res. 

2016;3(1):1-5.  

3.Thaker Y, Moon A, Afzali A. Helicobacter Pylori: A Review of Epidemiology, Treatment, and Management. J Clin 

Gastroenterol Treat. 2016;2(19):1-5.  

4.Li L, Ke Y, Yu C, Li G, Yang N, Zhang J, et al. Antibiotic resistance of Helicobacter pylori in Chinese children: A 

multicenter retrospective study over 7 years. Helicobacter. 2017;22(3): e12373. 

5.Doosti A, Rahimian GH, Nassiri J, Yavari-Forushani P. Prevalence of the cagA-Positive Helicobacter pylori Strains 

Isolated from Gastric Biopsy Specimens in Shahrekord. Armaghane Danesh. 2007;12(1), 29-38. [In Persian] 

6.Moosazadeh M, Lankarani KB, Afshari M. Meta-analysis of the prevalence of helicobacter pylori infection among 

children and adults of Iran. Int J Prev Med. 2016;7:48-52.  

7.Covacci A, Telford JL, Del-Giudice G. Helicobacter pylori virulence and genetic geography. Science. 

1999;284(5418):1328-33. 

8.Yang J, Dai LX, Pan X, Wang H, Li B, Zhu J, et al. Protection against helicobacter pylori infection in BALB/c mice 

by oral administration of multi-epitope vaccine of CTB-UreI-UreB. Pathog Dis. 2015;73(5):26.  

9.Mobley HLT. The role of helicobacter pylori urease in the pathogenesis of gastritis and peptic ulceration. Aliment 

Pharmacol Ther. 1996;10(1):57-64. 

10.Karimi M, Mohammadi M. Cloning and expression of recombinant helicobacter pylori urease A and B subunits as a 

putative vaccine. I B J. 2001;5(4):107-111. 

11.Khalilpour A, Osman S, Yunus MH, Santhanam A, Vellasamy N, Noordin R. Helicobacter pylori recombinant 

UreG protein: cloning, expression, and assessment of its seroreactivity. BMC Res Notes. 2014;7:809-17. 

12.Jie L, Wen Y, Sheng L, Yan Z, Cui-ming Z, Yi-Mou W. Immunocompetence of Helicobacter pylori ureI DNA 

vaccine in mice. Chin J Zoonos. 2013;29(9):895-8. 

13.Skouloubris S, Thiberge JM, Labigne A, Reuse HD. The Helicobacter pylori UreI protein Is not involved in urease 

activity but is essential for bacterial survival in vivo. Infect Immun. 1998;66(9):4517-21. 

14.Hatzifoti C, Wren BW, Morrow WJ. Helicobacter pylori vaccine strategies-triggering a gut reaction. Immunol 

Today. 2000;21(12):615-19.  

15.Doosti A. Cloning of the gene encoding neurotoxin heavy chain of Clostridium botulinum in E. coli. J Microbial 

World. 2013;5(13):77-84.[In Persian]. 

16.Yu Y, Zhang S, Sun Z, Wang S, Yu W. Enhanced immune responses using plasmid DNA 

replicon vaccine encoding the Hc domain of clostridium botulinum neurotoxin serotype A. 

Vaccine. 2007;25(52): 8843-50. 

17.Gu Q, Han N, Liu J, Zhu M. Cloning of Helicobacter pylori urease subunit B gene and its expression in tobacco 

(Nicotiana tabacum L.). Plant Cell Rep. 2005;24(9):532-9. 

18.Strugatsky D, McNulty R, Munson K, Chen CK, Soltis SM, Sachs G, et al. Structure of the proton-gated urea 

channel from the gastric pathogen Helicobacter pylori. Nature. 2012;493:255-8. 

19.Wang BN, Shi QF, Li H, Li MY, Chen CP, Zheng QW, et al. Cloning of ureI gene from Helicobacter pylori and its 

expression in E coli. Nan Fang Yi Ke Da Xue Xue Bao. 2007;27(1): 24-27. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

22
08

8/
jb

um
s.

19
.6

.5
 ]

 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.1
56

14
10

7.
13

96
.1

9.
6.

10
.1

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               7 / 7

http://dx.doi.org/10.22088/jbums.19.6.5
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15614107.1396.19.6.10.1
http://www.tcpdf.org

