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 دهیچک

 از ایروده-ایمعده هایبیماری علت ترينشايع ترين پاتوژن گوارشي است که نیمي از مردم دنیا را آلوده ساخته و مهم هلیکوباکتر پیلوری زمینه و هدف:

بیماری  هایشاخصترين ( يکي از مهمA)سیتوتوکسین مرتبط با ژن  CagAاست. ژن  لنفوما و معده سرطان دوازدهه، و معده زخم مزمن، گاستريک جمله

 .باشدميو بیان آن در میزبان بیاني  CagAژنیک ژن زای اين باکتری است. هدف از اين تحقیق ساخت ناقل نوترکیب حامل نواحي آنتي

ژنیک بود شناسايي که دارای بالاترين خاصیت آنتي CagAای از ژن بیوانفورماتیکي ناحیه هایبرنامهبرای رسیدن به اين هدف بر اساس   :هاروشمواد و 

و سپس  کلون  pET32aتکثیر شد. اين قطعه با استفاده از هضم آنزيمي در ناقل  PCRجفت باز با استفاده از روش  996به طول  ایقطعهشده و بر اساس آن 

 ترنسفورم و بیان گرديد. BL2I(DE3)سويه  E.coliبه داخل باکتری 

کیلو  SDS-PAGE، 57را در حامل بیاني نشان داد. وزن مولکولي پروتئین نوترکیب تولید شده بر روی ژل  CagAنتايج توالي يابي کلونینگ موفق ژن  نتایج:

 دالتون بر آورد شد و صحت بیان پروتئین تايید گرديد.

 بهدست آمده را ه پروتئین نو ترکیب ب توانمياحتمالا  ه کلونینگ ناحیه اپي توپي مورد نظر با موفقیت انجام شده وبر اساس نتايج اين مطالع گیری:نتیجه

 و تولید تشخیصي هایکیت طراحي های ايمن شده برای کنترل عفونت هلیکوباکتر پیلوری در انسان،حاصل از مرغ  IgYتولیدبرای  مناسبي کانديدای عنوان

  .نمود معرفي هلیکوباکترپیلوری واکسن

 

 نوترکیب پروتئین ،CagA ژنیک، آنتي ناحیه ،پیلوری هلیکوباکتر :کلیدی کلمات

 

 

 

 

 مقدمه
 ترينشايع (Helicobacter pylori) باکتر پیلوری هلیکو

 عفونت به مبتلا جهاني بعد در ها راانسان که پاتوژن گوارشي است

 باکتری اين به آلوده دنیا مردم از نیمي از است و بیش ساخته

 شکل مارپیچي منفي گرم باکتری اين باکتری نوعي. (1هستند )

 گاستريک جمله از ایروده-ایمعده هایبیماری علت ترينمهم و

 (.2است ) لنفوما و معده سرطان دوازدهه، و معده زخم مزمن،

عفونت مزمن   آماری و اپیدمیولوژی هایبررسي

 و انددانسته مرتبط معده بدخیم سرطان باهلیکوباکترپیلوری را 

 بهداشت سازمان سرطان پژوهش آژانس که شده موجب امر اين

ی عوامل سرطان زای در زمره را باکتری اين (WHO)جهاني 

 باکتری اين به آلوده افراد از %80 از بیش (.3قرار دهد ) Iکلاس 

 مهمي نقش است ممکن که است بديهي و هستند علامت بدون

 جمعیت %50 از بیش (.4)کند  بازی معده طبیعي اکولوژی را در

. دارند خود گوارش دستگاه فوقاني قسمت در را .پیلوریH جهان

 در آن بروز است و تر شايع توسعه حال در یهاکشور در عفونت

 مارپیچ شکل شودمي تصور. است کاهش حال در غربي یهاکشور

H نفوذ منظور به( است شده گرفته آن عمومي نام از که).پیلوری 

عفونت  .(6و  5)است  يافته تکامل معده مخاطي پوشش به

هلیکوباکترپیلوری در ايران نیز شايع بوده و به خصوص سرطان 

 مرگ مسئول که سرطان اينمعده از آمار بالائي بر خوردار است. 

 از پس مردها در است، 2000 سال در جهان در نفر 65000

 در و بوده سرطان از ناشي میر و مرگ عامل دومین ريه سرطان

 به را سرطان سالیانه میر و مرگ کل از درصد 10 حدود مجموع

جمعیت  .پیلوری درH (.  میزان عفونت 7دهد )مي اختصاص خود

 بالاترين از و يکي بوده است درصد 89اردبیل بالا و در حدود 

 زيست گروه بیوتکنولوژی حیواني، پژوهشکده نویسنده مسئول: محمد رضا نصیری،* 

  Email: nassiryr@gmail.com                 مشهد، مشهد، ايران. فردوسي دانشگاه فناوری
 

مقاله پژوهشی
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 اردبیل استان به مربوط معده سرطان با رابطه در جهان آمارهای

 اردبیل در سرطان موارد تمام سوم يک حدود تنهايي به که است

است  بوده سرطان اين به مربوط 1999 تا 1996 یهاسال بین

 درصد 82-98ابتلای  نیز در شهر شیرازها بررسي علاوه به (.8)

دهد مي نشان باکتری اين را به ساله 10 تا ماهه 9 بین کودکان

 سرطان و MALT لنفومای با هلیکوباکترپیلوری (. عفونت3)

 گسترش در CagA که شودمي تصور و است ارتباط در معده

ژن  لهیبه وس Cag A پروتئین  (.9)باشد  داشته نقش  سرطان

Cag A اير بیماری زاييدر انتهای جز که شودکد مي 

(pathogenicity island (PAI) که ژن آن حاوی واقع شده است 

دالتون است و دارای  کیلو 140وزن معادل  با کیلو جفت باز 40

 2001 در سال (.10) باشدته فراوان ميسیژنینوقدرت ايمو

 که پیلوری هلیکوباکتر از ئيهاسويه که کردند اعلام دانشمندان

 دارند را طولاني یهازخم ايجاد توانائي هستند CagA ژن دارای

 بسیار ژنیکيآنتي خاصیت با پروتئین يک CagA همچنین (.11)

 به شده تولید التهابي یبرجسته هایواکنش با که است قوی

 عامل چند (.12)است  ارتباط در 8-ترشح اينترلوکین یوسیله

 موثر سرطان ايجاد در که دارند وجود پیلوری.H در زائي بیماری

 در(. 13)است  CagA پروتئین هاآن جمله از و اندشده شناخته

 هایمعرف بررسي دنبال به همکاران و کلیموويچ 2010 سال

 مجموعه اولین پیلوری هلیکوباکتر CagA تشخیص برای ايمني

 مشخص و تولید CagA علیه بر منوکلونال را هایبادی آنتي از

 آوری فن از استفاده که داشتند بیان همچنین هاآن. کردند

 CagA خالص ژن آنتي آوردن به دست امکان نوترکیب پروتئین

 اعلام ضمن 2012 سال در دانشمندان (.14)است  کرده ايجاد را

 هلیکوباکتر منفي گرم یهاباکتری با مزمن عفونت که مطلب اين

 است معده سرطان توسعه برای عمده خطر عامل يک پیلوری

 CagA ژن که دهدمي نشان موجود شواهد که کردند بیان

 کلیدی نقش يک دارای( A ژن با مرتبط سیتوتوکسین)

 اعلام هاآن. است پیلوری هلیکوباکتر زائي بیماری در آنکوژنیک

 به نیاز CagA بیولوژيکي یهافعالیت از برخي که کردند

 میزبان سلول یهاکیناز وسیله به آن تیروزين فسفوريلاسیون

ی مقاومت های اخیر نشان دهندهبه علاوه بررسي (.15دارند )

های آنتي بیوتیکي است هلیکوباکترپیلوری به درماننسبتا زياد 

های های اخیر در جهت به کارگیری درماندر نتیجه درمان .(16)

اختصاصي و نوين برای مقابله با اين عفونت است که در اين میان 

های هلیکوباکتر پیلوری است که يکي از پروتئین CagAپروتئین 

های اختصاصي به اين هدف بالقوه مناسبي برای تولید آنتي بادی

  .منظور است

موفق به همسانه سازی زير واحد  دانشمندان 2013 سال در

CagA ژنیسیته آنتي خاصیت هلیکوباکتر پیلوری شدند و وجود 

هر چند کلونیگ  (.17)کردند  اثبات را پروتئین نوترکیب حاصل

با رويکرد تشخیصي و نه درماني پیش از اين   CagAزير واحد 

 هیچ (. اما با اين حال تاکنون در ايران18نیز انجام شده است )

ژنیک تولید پروتئین نوترکیب حاوی نواحي آنتي بر مبني تحقیقي

پیلوری که در اين تحقیق مدنظر ما  هلیکوباکتر CagA واحد زير

  است. نشده جامان بود،

 ها مواد و روش

 تهیه باکتری هلیکوباکتر پیلوری  

نه     عده های بیوپسیییي نمو مان در  30از م حت در مار ت بی

بیمارسییتان قائم شییهر مشییهد که مشییکود به آلوده بودن به 

جمع آوری و بر روی محیط کشیییت ی بودند رهلیکوباکتر پیلو

درجه  37دمای کلمبیا آگار در شیییرايط میکروآئرو فیلیک در 

تعیین هويت  روز کشییت داده شییدند. 5سییانتي گراد به مدت 

های و باکتری تسیییت اوره آز مورد تايید قرار گرفت باکتری با

درجه   -20در فريزر  DNAمنظور اسیییتخرا  رشییید يافته به 

 داری شدند. نگه

  DNAاستخراج  

ستخرا  ستفاده با DNA ا آلمان  Qiagen شرکت کیت از ا

 DNAکمیت و کیفیت  .شیید العمل مربوطه انجام طبق دسییتور

سپکتوفتومتر نانودراب ) ستفاده از ا شده با ا ستخرا    ND2000ا

Thermo شد 1( و الکتروفوروز ژل صد آگاروز تعیین   DNA. در

گراد درجه سییانتي -20 دمای به آمده جهت نگهداری دسییت به

 شد. منتقل

 CagAژنیک ژن تعیین نواحی آنتی

یک ژن جهت تعیین نواحي آنتي  CagAتوالي ژن  CagAژن

تهیه و با  NCBIاز بانک ژني  FJ798973با شییماره دسییترسییي 

ژنیک اين نواحي آنتيزير  های بیوانفورماتیکيافزاراستفاده از نرم

   ژن تعیین شد.

Antigeni (http://imed. med. ucm. es/Tools/antigenic. Pl)  
Immuneepitope 

(http://tools.immuneepitope.org/tools/bcell/iedb_input)  
Pepito (http://pepito. proteomics. ics. uci. Edu) 
Bcepred Pl (http://www. imtech. res. 

in/cgibin/bcepred/bcepred) 
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 شبیه سازی کلونینگ طراحی آغازگرها و 

آغازگر جفت  دو Primer primier5با اسییتفاده از نرم افزار 

ژنیک ژن به منظور تکثیر نواحي آنتي دنباله دار اختصییاصییي و

CagA طراحي  هاهلیکوباکتر پیلوری با توجه به همولوژی توالي

 . گرديد

 آغازگر رفت لینکر دار

ATGGGCGTATTTGATGAATCCTTGGATCCCGC'5(

GA3')   برای آنزيمBamHI  

آغازگر برگشت لینکردار 
TTCTTGGAGGCGTTGGTATATTTGAATTCCCG'5(

GA3')  برای آنزيمEcoRI  

 شبیه سازی کلونینگ و بررسيپس از طراحي آغازگرها جهت   

صحیح   CLC Mainاز نرم افزار  pET32 ناقلژن در چهارچوب 

Workbench 5 .استفاده شد 

 تکثیر ژن 

PCR نانوگرم از  50 با اسیییتفاده ازDNA  ،الگوµl 5/2  بافر

 dNTP 10 mM ،mM 25MgCl µlمخلوط  x10 ،µl 2تکثیر 

5/1، µl 75/0 ( از هر کدام از آغازگرهاμM 10 )، u1  آنزيمPfu 

شییامل  PCRآب انجام شیید. برنامه حرارتي جهت انجام  µl16و 

 .شروع بود )يک چرخه( برای دقیقه 10 مدت به C˚ 94حرارت 

واسییرشییتگي در  چرخه شییامل مراحل 32مرحله دوم در قالب 

 30به مدت  C˚ 57ثانیه، اتصال در  30به مدت  C˚ 94حرارت 

ن ثانیه انجام شیید. در پايا 30به مدت  C˚ 72ثانیه و بسییط در 

در يک چرخه  C˚ 72دقیقه در دمای  10تکثیر نهايي به مدت 

بر روی ژل  PCRانجام گرديد. پس از انجام واکنش، محصیییول 

برومايد  با اتیديوم آمیزی رنگ از پس برده شیییده و %1آگاروز 

محصولات توسط ژل نگار مشاهده و بررسي گرديد. محصولات 

PCR  ژن مورد نظر با اسییتفاده از کیت خالص سییازی شییرکت

 فرمنتاز طبق دستور عمل العمل شرکت خالص سازی شدند.

   CagA کلونینگ ژن

ابتدا  در ناقل بیاني، CagAجهت همسییانه سییازی قطعه ژن 

 با pET32a لشیییدند. ناق خالص سیییازی PCRمحصیییولات 

خطي  pET32a ناقل وبرش خورده  EcoRI و BamHI هایآنزيم

 بین الحاق در مرحله بعد واکنش اسییتخرا  شییدند. نشییده از ژ

های ذکر هضم شده با آنزيم  Cag Aه قطع و  pET32a  ناقل

                                                           
1 Open Reading Frame 
2 Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

ستفاده با شده درجه و به  8لیگاز در دمای  T4 DNAآنزيم  از ا

های حاصیییل از طريق ناقل سیییاعت انجام گرفت و 16مدت 

به میزبان  یه ترانفورماسییییون  یه جهت تکثیر اول  E. Coli)اول

DH5ɑ) های رشد سپس استخرا  پلاسمید از کلوني .ندوارد شد

شرکت فرمنتاز  سمید متعلق به  ستخرا  پلا سط کیت ا کرده تو

و هضم آنزيمي  PCRکلوني انجام شد و صحت کلونیگ به روش 

)قطعه  CagAپلاسیییمیدهای حامل ژن  برای بیان، .گرديدتايید 

  BL21 (DE3)سیییويه  E.coliاپیتوپیک مورد نظر( به باکتری 

به وسیییله تعیین  1قالب خوانش ژنرانسییفورم شییدند. صییحت ت

 تايید شد. CLC Main Workbench 5و نرم افزار  توالي

 بیان پروتئین نوترکیب

-pET32aحامل پلاسییمیدهای   BL21 (DE3)هایاز کلوني

cagA  در محیطLB های آمپي سیلین براث حاوی آنتي بیوتیک

سیلین  17) شد و mg/ml100میکرو لیتر از آمپي  ( کشت داده 

میلي  100های کشییت داده شییده به میکرولیتر از باکتری 100

شیکر دار و در حرارت  ضافه و روی انکوباتور  لیتر از محیط القا ا

 600در طول مو   5/0نوری  تا به جذب گرديددرجه انکوبه  37

در مرحله بعد القا به وسیییله افزودن  ( رسییید.OD:600) نانومتر

جام شیییید. 2IPTG 1میکرولیتر 010 يت وزن  مولار  ان ها در ن

دسییت آمده به وسیییله ه مولکولي و محل قرار گرفتن پروتئین ب

ید شییید PAGE-SDS 3آزمون  جهت  .(Sambrook et al) تاي

بررسي محلولیت پروتئین نوترکیب، از محیط کشت باکتری القا 

سیون  4بعد از  IPTGشده با  شته 1ساعت انکوبا میلي لیتر بردا

دقیقه رسییوب داده شیید.  3به مدت  g8000ها با دور و سییلول

 هها ببه خوبي حل شییده و باکتری PBS x1رسییوب حاصییل در 

سیون سونیکا سیون  روش  دقیقه(  10مدت و به  80)آمیلیفیکا

 لسانترفیوژ شد و سپس محلول رويي و رسوب حاصل بر روی ژ

الکتروفورز و با کوماسي بلو رنگ آمیزی  SDS-PAGEدرصد  12

 شد.
 

 نتایج 

 CagAژنیک ژن تعیین نواحی آنتی

ماتیکي برای تعیین  های بیوانفور تايج پیش بیني سیییرور ن

نشان داد که فاصله نوکلئوتیدی  CagAژنیک ژن های آنتيبخش

 .باشدميژنیک دارای بالاترين خاصیت آنتي 1490تا  494

 

3 Sodium dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
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 PCRو  DNAاستخراج 

نانوگرم بر میکرولیتر  300اسییتخراجي برابر با  DNAغلظت 

اسییتخراجي را  DNAبود که نتايج الکتروفورز کیفیت مناسییب 

با اندازه قطعه مورد  pfuبا آنزيم  PCRتايید کردند. محصیییول 

جفت باز( همخواني داشییت و دمای مناسییب برای  996انتظار )

 (.1 درجه در نظر گرفته شد )شکل 57اتصال 

 

 

 

 تعیین صحت همسانه سازی 

ناقل نوترکیب صیییحت همسیییانه سیییازی با هضیییم آنزيمي 

PET32/CagA های با آنزيمBamHI  وEcoRI  جام کلوني و ان

PCR  با آغازگرهایpromoter T7  وTterminator  تايید شییید

 promoter(. تعیین توالي ناقل نوترکیب با آغازگرهای 2)شییکل 

T7  وTterminator   نشیییان داد که قطعه هدف به درسیییتي در

ست و قالب خواندن آن ) شده ا ه ( بORFناقل پلاسمیدی کلون 

 (.3 شکلکند )لید ميطور صحیح پروتئین مربوطه را تو

 

 

 CLC Mainکه با برنامه  PET32-Cag Aنقشه ناقل نوترکیب  .3شکل

Workbench .رسم شده است 

 CagAبیان پروتئین 

قا  با ال یب  یان پروتئین نوترک نه گیری در IPTG ب و نمو

شد و تولید پروتئین مورد نظر برای ژنزمان  های مختلف انجام 

CagA  جام  57با وزن با ان ید  SDS-PAGEکیلو دالتون  تاي

توالي تیوردوکسین را به پروتئین  pET32 ناقل(. 4گرديد )شکل 

ی باند اهای دارکند که باعث انحلال پذيری پروتئیناضیییافه مي

ه ب CagAشود اما نتايج نشان داد که پروتئین دی سولفیدی مي

ض شدن پروتئین صورت نامحلول بوده و وزن ملکولي آن با ا افه 

سط ناقل،  سین تو ست. 57تیرودوک همان طور که  کیلودالتون ا

شاهده  صل از بیان پروتئین  کیلو 57باند  شودميم دالتوني حا

 باشد.در نمونه القا شده به خوبي قابل مشاهده مي

 

 گیری حث و نتیجهب
گوارشییي در  هایبیماریبا توجه به دشییوار بودن تشییخیص 

و  هلیکوباکتر پیلوریمراحل اولیه، مکانیزم دفاعي بدن در مقابل 

یاز به مقاوم شیییدن اين باکتری به درمان های آنتي بیوتیکي ن

های اختصییاصییي و نوين برای مبارزه با اين عفونت وجود درمان

صي ميها تولید آنتيدارد که يکي از آن صا شد. بادی اخت  یبرابا

 

 996 طول به PCRدرصد محصول  1 ژل آگاروز  .1شکل 

 Cag Aبازمربوط به ژن  جفت

 

 

تائید قطعه همسانه شدی ،الکتروفورز ژل آگارز محصولات  .2شکل 

 S1 ستون EcoR I.و  BamH Iهضم پلاسمید نوترکیب با آنزيم های 

-PET32ناقل هضم نشده  S2، ستون PET32-Cag Aناقل هضم شده 

Cag A 
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ص مونوژنيانتخاب ا بادی،آنتي دیتول صا پاتوژن مورد  یبرا ياخت

باکترپیلوری مي19اسیییت ) نظر الزامي ند پروتئین (. هلیکو توا

Cag A مان خل  IVهای ترشیییحي را از طريق سیییاخت به دا

تلیوم معده منتقل کند که پس از فسفوريله شدن های اپيسلول

سلول سخ  سط تیروزين، نقش مهمي در پا های میزبان، ايفاء تو

 Cag A(. بنابراين افراد آلوده به هلیکوباکتر پیلوری 20کند )مي

ستعد ابتلا به زخم مثبت، سرطان معده  ،های معدهم دوازدهه و 

باشیییند. امروزه مطالعات جهت افزايش اختصیییاصییییت و مي

شگیری از بروز  ساير هاواکنشپی ی فلور هایباکتری متقاطع با 

ی خالص معطوف هاژنيآنتدستگاه گوارش بیشتر بر استفاده از 

ست بنابراين نیازمند  يي از هلیکوباکترپیلوری با هاژنيآنتشده ا

قدرت ايمنوژنسییییته بالا برای کاهش عوارا جانبي و افزايش 

هدف  CagA( که از اين میان پروتئین 10اختصاصیت هستیم )

سبي برای تولید آنتي بادی صي ميبالقوه منا صا شد. های اخت با

جای پروتئین کامل ه های اصییلي آنتي ژن بتوپاسییتفاده از اپي 

برای ايجاد تحريک ايمني بسیییار سییودمند اسییت و کوچک تر و 

تر شییدن قطعه هدف باعث سییهولت کار و احتمالا اختصییاصییي

های ديگری از شییود. هرچند نمونهحفاظت بخشییي بیشییتر مي

فاده از   با اسیییت باکتر پیلوری  یان در مورد هلیکو یگ و ب کلون

به انجام رسییییده اما قطعه اپي توپیک انتخابي  مختلفهای ناقل

 توسط ما تا کنون در هیچ پژوهش مشاهبي بررسي نشده است.

در اين پژوهش از نرم افزارهییای آنلاين بیوانفورمییاتیکي برای 

سايي نواحي آنتي صل  Cag Aژنیک ژن شنا شد که حا ستفاده  ا

یدی  له نوکلئوت فاصییی ود. ب 1490تا  494آن انتخاب قطعه در 

در  Cag Aژنیییک ژن پروتئین نوترکیییب حییاوی نواحي آنتي

کیلو دالتون تولید  57با وزن  BL21(D3)سییويه  E.coliباکتری 

اسییتفاده شییده در اين تحقیق به پروتئین  PET-32شیید. ناقل 

Cag A  يک پروتئینthioredoxin) Trx.tagضافه مي کند که ( ا

شده و از تخريب آن جلوگیری باعث پايداری  سلول  پروتئین در 

بیان شییده در اين ناقل  CagA. در اين مطالعه پروتئین نمايدمي

PET32a نامحلول کل  به شییی بود. ( Inclusion body) کاملا 

کاران نیز در سیییال  جادی و هم نامحلول بودن اين  2013فر

د به دلیل توانمي(. اين موضیییوع 13) پروتئین را گزارش کردند

سولفیدی در  شکیل ناقص باندهای دی  سیته بالا يا ت هديروفوبی

سیته اين  سي میزان هیدروفوبی شد. نتايج برر ساختار پروتئین با

با نرم افزار  نشیییان داده  CLC Main Work bench5پروتئین 

سیته آن  ست که میزان هیدروفوبی شدمي 463/0ا که توجیه  با

احتمالا تشکیل ناقص کننده عدم محلولیت آن نبود بنابراين اين 

باندهای دی سیییولفیدی در سیییاختار پروتئین عامل ايجاد اين 

 مسئله باشد.

نتايج حاصل از بررسي حاضر نشان داد که ترکیب پروتئیني 

به درسیییتي تهیه شیییده اسیییت و اين پروتئین به  CagAحاوی 

ياد مي مال ز ید احت ناسیییبي برای تول نديد م کا به عنوان  ند  توا

سرولوژيک برای شناسائي هلیکوباکتر پیلوری واکسن و يک ابزار 

های تشخیصي مورد استفاده قرار بگیرد. بوده و در طراحي کیت

علاوه بر اين امکییان اسیییتفییاده از اين پروتئین برای تولییید 

باکتر پیلوری در زرده تخم مرغ و  Yايمونوگلوبین  ضییید هلیکو

به  اسییتفاده از آن به صییورت خوراکي برای درمان بیماران مبتلا

سئله نیازمند مطالعات  سم وجود دارد که تايید اين م اين ارگانی

های ايمني ناشي ها و بررسي پاسخگسترده تر، ايمن سازی مرغ

 .باشدمياز آن 

 

 تشکر و قدردانی

از کلیه پرسنل آزمايشگاه مرکزی بیمارستان قائم مشهد که 

هايت همکاری را به عمل آوردند کمال  در انجام اين پژوهش ن

 تشکر و قدرداني را داريم.
 

 

 تعارض منافع
نويسندگان هیچ گونه تعارا منافعي را اعلام نکرده اند.

 

 

 

ل )ژ  SDS-PAGEبررسي بیان پروتئین نوترکیب با الکتروفورز .4شکل 

 حضور پروتئین  .های مختلفدر ساعت ( %6و ژل بالا  %12پايین 

CagA  پروتئین است. وزن بر روی ژل کاملا مشخص Cag A نوترکیب 

 57 زنو در الحاقي پروتئین شدن اضافه با که باشد مي دالتون کیلو 37

 .شود مي مشاهده دالتون کیلو
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Abstract 
 

Background & Objective: Helicobacter pylori, which has infected about 50 percent of the world population, is 

one of the most common gastrointestinal pathogens and the most prevalent cause of gastro-intestinal diseases, 

such as chronic gastric ulcers, gastric and duodenal ulcers, gastric cancer and lymphoma.  The CagA Gene 

(cytotoxin-associated gene A) is a major virulence factor of this pathogenic bacterium. The aim of this study 

was to construct a recombinant vector carrying the antigenic regions of CagA gene and also to express this 

gene. 

Material & methods: The major epitopes of the CagA gene were identified based on bioinformatics. Through 

this procedure, a gene fragment of 996 bp was isolated by PCR, inserted into a pET32a vector using the 

enzymatic digestion and then transformed into the E. coli strain BL2I (DE3).  

Results: The results of sequencing represented the successful cloning of the CagA gene in the expression vector 

and introducing the accessibility to the antigen. The molecular weight of the produced recombinant protein 

was estimated 57 KD on an SDS-PAGE gel and the accuracy of the protein expression was verified. 

Conclusions: The results of this study proved the successful cloning of the epitope area. The recombinant 

protein can probably be introduced as a good candidate for the production of IgY from the chickenimmunized 

and the control of Helicobacter pylori infection in humans. It could also be possibly used for the design of 

diagnostic kits and vaccines for Helicobacter pylori 
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