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  کوباکتریهل  ه یعل  ی عنوان واکسن ژنبه  flirژن  انیب  یو بررس  یهمسانه ساز

 ی لوریپ
 

 ی دریمختار ح

 ران ی تهران؛ ا ک؛یکارشناس ارشد ژنت

 

 چکیده 

 یگوارش  ی جادآلودگیجهان ا  تیاز جمع  %60از    ش یاست که در ب  ی شکل و گرم منف  یالهیم  ی( باکترHP)  یلوریپ   کوباکتریهل

ا  کندیم در  آنت  یزخمها  ت،یگاستر  B  پیت  جادیو  درمان  دارد.  نقش  معده  و سرطان  دوازدهه  و    ی عفونتها  یکیوتیب  یمعده 

هل  رانیا  از جمله  توسعهدر حال    یخصوصا در کشورها  یلوریپ   کوباکتریهل عفونت  به    یی بالا  وعیش  یلوریپ   کوباکتریکه  دارد 

 یکهایوتیب  یاز مصرف آنت  ی شده ناش  جادیا  یهایاراحتن  و  ی درمان  یمهایرژ  یدر اجرا  مارانیب  یوعدم همکار  ادیز  نهیهز  لیدل

واکسن مناسب   کی  یو طراح  باشدی معزل نم  نیا  یجوابگو  کهایوتیب  یمقاوم به انواع آنت  یهایباکتر  جادیا  نیمختلف و همچن

پ  ا  یریشگیجهت  پ   نیو درمان  به دل  کند یم   دایعفونت ضرورت  در    fliRژن    ی داشتن نقش عملکرد  ل یو مورد توجه است. 

  ن یبه خارج از سلول، ا  یباکتر  نیا  یی زا  یماریوترشح عوامل ب  ،یلوریپ   کوباکتریمورد استفاده در تاژک هل  یهانیپروتئ  دیتول

  ، ی درمان  یدر راهکارها  تواندیمطرح است که م  یلوریپ   کوباکتریعفونت هل  هیعل  یمناسب واکسن قو  دیکاند  کین بعنوان  یپروتئ

ATCC(40504  )استاندارد    هیاز سو  fliRکلون کردن ژن    قیتحق  نیبکار رود.  هدف از ا  یصیختش  یکننده وحت  یریشگیپ 

بد  یلوریپ   کوباکتریهل وانتقال    یانیر وکتور  م  وکتورمناسب  )  یی ایباکتر  زبانیبه  تولE. coli Top10مناسب  فرم   دی( جهت 

  د یجهت تول  ی مناسب  د یکاند  تواندیم   PEGFP-C1- fliR  ی حاصله سازواره ژن  ج یاست. باتوجه به نتا  نیپروتئ  نیا  بینوترک

 باشد.  یواکسن ژن

 

 یلوریپ  کوباکتریهل  ؛ی ؛ واکسن ژنflirژن  ؛یهمسانه سازهای کلیدی:  واژه
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 مقدمه   -1

پیلوری اکسیداز و کاتالاز مثبت می  کی  1هلیکوباکتر  باکتری باشد که مورفولوژی ویژه ارگانیسم  این  ای دارد و متحرک است. 

منفی  آز است و شکل ظاهری آن به صورت مارپیچی و گرمفلاژل قطبی بوده و تولید کننده قدرتمند آنزیم اوره  5تا    3  دارای

ترین آنها که در انسان ایجاد بیماری گونه از این باکتری شناسایی شده است که یکی از مهم  57(. تا به امروز  2و    1باشد )می

(.  3کند )شود و ایجاد بیماری میباکتری بصورت انتخابی در اپیتلیوم معده ساکن می  ینا  باشد.کند، هلیکوباکتر پیلوری میمی

با هپاران   این میکروب  تعامل  اپیتلیوم معده همراه است ولی  لنفوسیت در  و  ماکروفاژ  نوتروفیل،  با تجمع  باکتری  این  عفونت 

(. تهاجم سلولی در هلیکوباکتر  4کند )ا جلوگیری میژهفاسولفات و تیرونکتین و اسید هیالورونیک از فعالیت فاگوسیتی، ماکرو

پیلوری وجود ندارد و یا بسیار نادر است. این باکتری به طور معمول به دنبال عفونت دهانی به همراه بزاق که شامل ترکیبات  

از شرایط اسیدی معده    ارفرگردد. باکتری برای  باشد، وارد معده میسولفاته و نمکی مناسب برای اتصال هلیکوباکتر پیلوری می

آز شرایط اسیدی معده را خنثی کند فلاژل باعث  گیری در موکوس با کمک اورهبه حرکت توسط فلاژل نیاز دارد. تا بعد از جای

می معده  اسیدی  و  سخت  شرایط  از  باکتری  فرار  نتیجه  در  و  معده  موکوس  در  ارگانیسم  سریع  باکتری حرکت  این  شود، 

و   )ترنومیکروآئروفیلیک  است  سویه4وفیلیک  اغلب  می(.  تولید  را  مهاجمی  فاکتورهای  باکتری  این  مسیرهای  های  که  کنند 

میپیام قرار  تأثیر  تحت  را  میزبان  سلول  درون  )رسان  میان  5دهند  در  بالایی  تنوع  ژنتیکی،  لحاظ  به  پیلوری  هلیکوباکتر   .)

نوترکیبیگونه نرخ  بالاترین  دارای  و  داشته  باکتریایی  )ر  د  های  است  که  6گونه  است  شده  باعث  باکتری  این  در  بالا  تنوع   .)

های فردی مقابله کند. فرض شده که باکتری از جهش و نوترکیبی برای سازگاری  های خاص در میزبانباکتری بتواند با چالش

استفاده میبه وسیله تغییر مولکول با میزبان میانکش دارند،  عفونت هلیکوباک7کند )هایی که  از شایعپ  تر(.  ترین  یلوری یکی 

میعفونت توسعه  حال  در  کشورهای  در  ویژه  به  جهان  در  باکتریایی  مزمن  در های  عفونت  این  اپیدمیولوژیک  الگوی  باشد 

کشورهای صنعتی و در حال توسعه متفاوت است به طوری که در کشورهای صنعتی به تدریج و با افزایش سن، شیوع عفونت 

شورهای در حال توسعه بیشتر افراد در سن کودکی و درصد زیادی از افراد جوان نیز پس از بزرگسالی  ک  دریابد؛ اما  افزایش می

(. سرطان معده چهارمین سرطان رایج در جهان بوده و به عنوان دومین عامل مرگ و میر مرتبط با سرطان 8شوند )عفونی می

)می پاسخ9باشد  با وجود  علیه هلیکو(.  ایمنی که  انگیخته میاکب  های قوی  بر  اکثر موارد ریشهترپیلوری  عفونت در  کن شود، 

بیوتیک مختلف همراه با یک مهار کننده پمپ پروتونی  های درمانی کنونی علیه عفونت شامل ترکیبی از دو آنتیشود. رژیمنمی

باست که در اکثر موارد به پاکسازی باکتری منجر می بیوتیکی،  های آنتیمقاومتز  روشود، با این حال معایب متعددی مانند 

(. از این رو  10بروز عفونت مجدد، عدم تأثیر بر اشکال غیر فعال باکتری و هزینه بالا برای این روش درمانی گزارش شده است )

از نوع پاسخ ایمنی  ضرورت دستیابی به یک روش جایگزین درمانی یا پیشگیری )مانند واکسیناسیون( مطرح می شود. اطلاع 

از آنژنفاظت علیه باکتری، شناسایی آنتیح  درمؤثر   از نکات  های مناسب باکتری در تحریک ایمنی و پاسخ ایمنی ناشی  ها 

آید. برای تولید یک واکسن مؤثر بر هلیکوباکتر پیلوری، آنتی ژن های کارآمد به شمار میاصلی در راستای دستیابی به واکسن 

(. براساس مقالات  11اند )آز بررسی شدههای مختلف مانند اورهزمینه آنتی ژن ن  ایپایدار حفاظت شده و قوی ضروری است. در  

اوره  واکسن میموجود  کاندیداهای  بهترین  از  باکتری  )آز  اوره12باشد  ژن  باکتری کلبسیلا کشف شد.  (.  در  بار  اولین  برای  آز 

 (. 13معده است )ی یدآز یک متالوآنزیم ضروری برای بقای هلیکوباکتر پیلوری در محیط اساوره

 
1 - Helicobacter pylori 
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های نسل قبلی دارای مزایایی هستند که از آن جمله  باشد که در قیاس با واکسنها میهای ژنی نسل نوینی از واکسنواکسن 

اشاره کرد. همچنین استفاده از   DNAتوان به توانایی تحریک هر دو سیستم ایمنی همورال و سلولار و پایداری ساختارهای  می

 (. 14کنند )های آلرژیک جلوگیری مییجاد واکنشا ازها این واکسن

 

 طرح موضوع 

می انسان  میزبان  هلیکوباکتر  سرطان  باکتری  و  معده  زخم  دوازدهه،  زخم  گاستریت،  مانند  گوارشی  بیماریهای  باعث  و  باشد 

 (. 14باشد )می

 

 تاریخچه کشف هلیوباکتر پیلوری

فنری شکل موجود در مخاط معده باسیل  2بیزوزرو  معده  های  غدد  داد. سپس سالمون سگ  ٔ  و  را شرح  در سال    3های سالم 

چندین    1906در سال    4های صحرایی یافت و جزئیات بیشتری را مطرح کرد. کرینیتزها و موشاین باکتری را در گربه  1896

باکتر پیلوری باشد. در  یک بیمار مبتلا به کارسنیوما شرح داد که احتمال داد یکی از آنها هلیکو  ٔ  نوع اسپیروکت را در معده

اجساد، این باکتری را مشاهده کرد ولی نتوانست ارتباط  ٔ  های نکروسپی گرفته شده از معده در نمونه 5نیز دونگیس  1983سال 

سال   در  همچنین  کند.  مشخص  معده  بیماری  با  را  برگ 1940آنها  فرید  بارون  6،  نمونهارگانیسم  7و  از  را  مشابهی  های  های 

در    1983درسال    9و مارشال  8های خوش خیم و بدخیم بودند، گزارش کردند. تا اینکه وارونر ارتباط با زخمآندوسکوپی که د

میکروارگانیسم این  جداسازی  به  موفق  رولاسوناسترالیا  محققان  این  تحقیقات  با  همزمان  و  شدند  انسان  معده  از  و    10ها 

 (. 15ه شده و این باکتری را با گاستریت مرتبط دانستند )همکارانش نیز موفق به جداسازی این باکتری از بیوپسی معد

به   متعلق  پیلوری  خانواده  Proteobacteriaهلیکوباکتر  امروز    Helicobacteraceae  ٔ  و  به  تا  این    57است.  از  گونه 

 (. 3)  باشدکند هلیکوباکتر پیلوری میترین آنها که در انسان ایجاد بیماری میباکتری شناسایی شده است که از مهم

منتشر   J99و دو سال بعد، توالی سویه  11توسط انسیتو تایگر  1997در سال  26695توالی کامل ژنوم هلیکوباکتر پیلوری سویه 

 (. 16شد )

 

 متن اصلی 

میکرون عرض دارد. این    0/ 5میکرون طول و    5/3هلیکوباکتر پیلوری، باسیلی است گرم منفی، مارپیچی و تاژک دار که حدود  

(. این باکتری اغلب در مخاط معده به صورت مارپیچی و در محیط  17باشد )های انسانی میترین عفونتاز شایع  باکتری یکی 

(. محل استقرار هلیکوباکتر پیلوری در لایه مخاطی معده انسان است که این 19و    18شود )کشت به صورت خمیده دیده می

بافت   تخریب  آن  پی  در  و  عفونت  بروز  موجب  گزینی  میالانه  معده  )پیتلیال  انسان 20شود  معده  در  پیلوری  هلیکوباکتر   .)

 
2. Bizzozero 

3. Salmon 

4. Krienitz 

5. Doenges 

6. Freed berg 

7. barron 

8.Warron 

9.Marshall 

10.Rollason 

11.TIGR 
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اتیولوژیک  اهمیت  از  و سرطان معده  زخم معده  زخم دوازدهه،  مانند گاستریت،  بیماریهای گوارشی  ایجاد  در  و  کلونیزه شده 

( است  برخودار  سنگ17-21و    22بالایی  آترواسکلروز،  مانند  بیماریهایی  بروز  در  آن  نقش  همچنین  هاضمه،   (.  سوء  صفرا، 

 (. 24و  23و مقاومت انسولینی مطرح است ) 1سندرم متابولیک دیابت نوع 

می نشان  گرفته  صورت  مؤثر مطالعات  پیلوری  هلیکوباکتر  به  مرتبط  گوارشی  اختلالات  بروز  شدت  بر  متعددی  عوامل  دهد 

 (. 22و  25و فاکتورهای ویرولانس اشاره نمود ) توان به ژنتیک میزبان، عوامل محیطیترین این موارد میباشد که از مهممی

هلیکوباکتر   بیماریزای  فاکتورهای  باشد  زامی  بیماری  فاکتورهای  گرفته  قرار  محققین  توجه  مورد  بیشتر  که  عواملی  جمله  از 

ه ممکن  کباشد  می  cagپیلوری فاکتورهای متعددی چون اوره آز، فلاژل، ادهسین، سیتوکین و اکوئل زا و جزیره پاتوژنسیته  

 (. 27و  26است در بیماریزایی درگیر باشند ) 

همچنین مطالعات کلینیکی نشان داده است که ریشه کنی هلیکوباکتر پیلوری منجر به کاهش خطربازگشت سرطان معده و  

لنفومای   فقط در دسته 29و    28گردد )یم  MALT12بهبود  پیش سرطانی  به سرطان (. ضایعات  است  از جمعیت ممکن  ای 

های نژادی با هم متفاوت است در  ردد، زیرا فاکتورهای بیماریزای باکتری و فاکتورهای ژنتیکی میزبان که در بین گروهگمنجر  

می اهمیت  دارای  باکتری  این  )بیماریزایی  )30باشند  هستند  ارگانیسم  این  حامل  جهان  جمعیت  از  نیمی  حدود  اما  31(.  (؛ 

 (. 32شود )ها دیده میصد این جمعیترد  20تا  10بیماریهای مرتبط با آن تنها در 

به دلیل وسعت ضررهای جانی و مالی که در رابطه با این باکتری مطرح است به خصوص اینکه هلیکوباکتر پیلوری سر دسته  

 (. 34و  33باشد )باشد، توسعه مطالعات در این زمینه بسیار ارزشمند میعوامل عفونی ایجاد کننده سرطان دستگاه گوارش می

ها در معده مستقر شده و با بکارگیری سیستم ایمنی باعث القاء التهاب درموکوس  تواند سالروند ایجاد بیماری باکتری می  در

التهاب، گاستریت مزمن به وجود می  آید که این شرایط در بیماران مختلف ممکن است به آتروفی معده،  معده شود. با تداوم 

 (. 36و  35گردد ) رای یا سرطان معده منجمتاپلازی روده

 

 ای شیوع هلیکوباکتر پیلوری در گاستریت و متاپلازی روده 

کند ولی تعداد اندکی از  رسد که هلیکوباکتر پیلوری نقش بسیار مهمی به عنوان کارسینوژن سرطان معده بازی میبه نظر می

س معده کولونیزه و باعث التهاب و پاسخ  کوروند. باکتری در موباشند به سمت سرطان میهایی که دارای این عفونت میانسان

 (.38شود )ای و دیس پلازی میشود که منجر به تخریب موکوس مثل آتروفی و متاپلازی رودهایمنی می

( دارد  میزان شیوع گاستریت مطابقت  با  پیلوری  های  (. هر چند شیوع درجمعیت39-41مشاهده شده که شیوع هلیکوباکتر 

های سنی مختلف ارتباط مستقیمی  . بین شیوع هلیکوباکتر پیلوری و گاستریت مزمن درگروه(42-44مختلف متفاوت است )

شود و از شیوع ابتلاء به هلیکوباکتر پیلوری کاسته  وجود ندارد یعنی با افزایش سن بر میزان شیوع گاستریت مزمن افزوده می

نیز بین گاستریت مزمن و گاستریت مزمن فعامی ای و  وجود دارد. همچنین بین شیوع متاپلازی رودهل  شود. رابطه مشابهی 

 (. 45یابند )شیوع گاستریت مزمن رابطه مستقیمی وجود دارد، یعنی هر دو با افزایش سن افزایش می

کردکه از نقطه نظربالینی، مورفولوژی و   میتقس  15و منتشر   14ای آدنوکارسینوم معده را به دو گروه روده  13لورن  1965درسال  

)آتروفیک( و متاپلازی رودهباهم فرق دارند. سرطان نوع روده  ژیاپیدمیولو به دنبال گاستریت مزمن  در  ای رخ میای  دهد و 

 
12. mucosa associated lymphoied tissue 

13.Lavern 

14.intestinal 

15.diffuse 
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انتهایی )دستیال( معده دیده می ارثی داشته و بیشتر از مخاط طبیعی معده منشأ  بخش  شود، در حالی که نوع منتشر جنبه 

 (. 46گیرد )می

(.  47باشد )تر است بیشتر از نواحی دیگر جهان میای در نواحی که سرطان معده شایعهودمتاپلازی ر  16طبق نظریه آقای ربرت 

ای با میزان ابتلاء به هلیکوباکتر پیلوری رابطه  از سوی دیگر به طور مکرر ثابت شده است که سرطان معده به خصوص نوع روده

 (.48-51مستقیمی وجود دارد )

ای نتیجه گرفت  طی مطالعه  17( سیلوا53شود )(؛ که به دیس پلازی منجر می52نامند )میای را ناکامل  نوع سه متاپلازی روده

ای وجود دارد و این متاپلازی است که که بیشترین شیوع هلیکوباکتر پیلوری در نواحی از مخاط است که متاپلازی ناکامل روده

گردد؛ بنابراین حضور ارگانیسم در پیامدهای  میر  نشان دهنده آسیب طولانی مدت مخاط بوده و به دیس پلازی و سرطان منج

 (.54بافتی ضرورت دارد )

 

 اپیدمیولوژی

هلیکوباکتر پیلوری ارگانیسمی است که در تمام نقاط جهان گزارش شده است. هرچند بیشتر مبتلایان بدون علامت هستند اما  

تواند تمام عمر، انسان را مبتلا نماید  تر پیلوری میباکشود. هلیکوکند تبدیل به عفونت مزمن میزمانی که انسان را مبتلا می

(57-55 .) 

بین می از  درمان  بدون  خود  به  خود  بندرت  ارگانیسم  در  این  بخصوص  است  گزارش شده  نیز  درمان  از  پس  عود  حتی  رود، 

بسته به سن، موقعیت   هان(. عفونت با این باکتری در مناطق گوناگون ج58کشورهایی که میزان ابتلا به این باکتری زیاد است )

اقتصادی عوامل  )  -جغرافیایی،  است  متغیر  عفونت  برای  ژنتیکی  استعداد  و  فرهنگی  محیطی،  مثال 59اجتماعی،  عنوان  به   .)

 (. 60دهد )تری رخ میابتلای به این عفونت در کشورهای در حال توسعه از جمله ایران در سن پایین

پیلور هلیکوباکتر  عفونت  به  ابتلا  دشیوع  افزایش میی  افزایش سن  با  آن  شیوع  است.  متفاوت  مختلف جهان  نقاط  در  ر  یابد. 

(. شیوع  61رسد )می  %80سالگی، به    30و در کشورهای در حال پیشرفت تاسن    %50سالگی به    50کشورهای پیشرفته تا سن  

بیشتر می پنجم زندگی  پیلوری دردهه  از آن کاهش میتجمعی هلیکوباکتر  زنان  یزایابد. مشود پس  ابتلا در  از    %10ن  کمتر 

(؛ اما  62باشد ) های زنان و استفاده وسیع از آنتی بیوتیک میمردان بوده است که احتمالاً به دلیل مراجعه مکرر زنان به درمانگاه

( ابتلاء وابسته به جنس نیست  بیشتر مطالعات جهانی میزان  بهداشتی63و    64در  امکانات  از نظر کمبود    در  (. محل زندگی 

 (. 67ابتلاء به عفونت اهمیت دارد )

پیشرفته می از نقاط دیگر است )حتی در کشورهای  ابتلاء به عفونت بیشتر  از 65توان مناطقی را دید که شیوع  ابتلاء  (. سن 

کی  شود که عفونت باید از سنین کودهای مخاطی ناشی از هلیکوباکتر پیلوری است. احتمال داده میعوامل تعیین کننده آسیب 

ابتلاء در سنین کمتر   %50(. در کشورهای عقب مانده بر خلاف کشورهای پیشرفته،  66آغاز شود تا خطر سرطان افزایش یابد ) 

 (. 67دهد ) سالگی رخ می 20از 

اجتماعی افراد و  -گذشته از سن، خطر اصلی دیگر برای کسب عفونت فقر است. مطالعات نشان داده که بین سطح اقتصادی

سال دارای سطح  20درصد افراد زیر  80(. برای نمونه در کشور هند 68ارتباط نزدیکی وجود دارد ) ونتشیوع این عف

باشند، اما شیوع عفونت در کشورهای توسعه یافته اجتماعی پایین از نظر آنتی بادی ضد هلیکوباکتر پیلوری مثبت می-اقتصادی

 
16.Robert 

17.Silva 
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(. بر اساس مطالعات انجام شده در ایران،  69گزارش شده است )صد در 19/4تا  3/1اقتصادی بالاتر بین -دارای سطح اجتماعی

  47/5سال استانهای اردبیل و یزد به ترتیب  20-6درصد و در افراد  93تا  88/4سال بین  55-35میزان شیوع آلودگی در افراد 

 (. 71و  70درصد گزارش شده است ) 44/9سال شهر تهران  25تا  10درصد و در افراد  30/6و 

 

 ها ومزایای ویژه واکسنهای ژنی: یایانتو

 های متداول، نوترکیب پروتئینی و پپتیدی است.های واکسنفاقد محدودیت -1

 را دارد. Antigenic Variationتوان ایمن سازی بر علیه چندین سویه مختلف واجد تنوع پادگنی  -2

 منی. م ایتولید پادگن در شکل کاملاً طبیعی و ارائه مناسب پادگن به سیست -3

 تحریک ایمنی هومورال، سلولی و مخاطی است.  -4

 ایمنی پایدار.  -5

 بار کمتر(.  1000تا  100نیاز به مقدار بسیار کمتر واکسن در مقایسه با سایر واکسنها ) -6

ی بر  ایمنعدم واکنش سیستم ایمنی به وکتور تزریقی و عدم تولید پادتن بر علیه سلولهای گیرنده وکتور. رفع مشکل پاسخ  -7

 های باکتریال، ویروسی زنده ویا وکتورهای ویروسی(. علیه حامل زنده )واکسن

 فقدان مشکل امکان فعال شدن واکسنهای ضعیف شده و خطر ایجاد عفونت.  -8

 های چندگانه. امکان تولید واکسن -9

 Generic)) مختلفهای سهولت و سرعت تولید انبوه و مشابه بودن مراحل تولید واکسن -10

 GMPسهولت مراحل کنترل کیفی )) -11

 پایداری در دماهای مختلف و عدم نیاز به زنجیره سرد جهت نگهداری. -12

های متداول است و این عامل از  تر از واکسنهزینهتر و کمهای ژنی بسیار آسانمراحل طراحی، تولید و کنترل کیفی واکسن

های طولانی بدون  شده برای مدت توان به شکل خشک های ژنی را میسنواک نظر اقتصادی بسیار با ارزش است و دیگر اینکه

گردد و برای مناطقی که مشکلات تهیه سردخانه وجود وانتقال آن بسیار با سهولت صورت مینیاز به یخچال ذخیره نمود نقل

 (. 120دارد بسیار مناسب است )

 

 ت: سهای ژنی نیازمند مقدمات زیر اتحقیقات در عرصه واکسن 

 ژن مناسب جهت استفاده در واکسن ژنی نتخاب آنتیا

های مختلف اقدام  توان با روششده باشد می  آن شناسایی  RNAیا    DNAشده و ردیف  ژن موردنظر شناخته که آنتیدرصورتی 

 به استخراج ژنوم و تهیه ژن موردنظر جهت پیوند نمودن به واکسن ژنی را نمود.

 

 ژن موردنظر:یوند  پانتخاب پلاسمید مناسب جهت  

های حیوانی و انسانی موجود است. بر اساس هدف تحقیق انتخاب پلاسمید ژن در سلول انواع پلاسمیدهای القاء کننده آنتی

 (. 120توان انتخاب نمود )مناسب و سایر بخشهای موردنیاز واکسن ژنی را می
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 سلول مناسب جهت تولید واکسن ژنی 

 نیکسن ژا ادیر لازم از پلاسمید وتهیه مق

ها در کاهش  توان استفاده نمود ولیکن به دلیل نقش آلودگیهای مختلفی جهت تولید پلاسمید خالص واکسن ژنی میاز روش 

می البته  شود.  تهیه  خالص  پلاسمیدی  است  لازم  ایمنی  سیستم  تحریک  و  ترانسفکشن  روشهای  میزان  به  را  پلاسمید  توان 

 (. 120های آن نمود )وتوکسین و سایر ناخالصیف اندذمتداول تولید نموده و سپس اقدام به ح

 

 مواد و روش کار 

 مواد و لوازم مصرفی مورداستفاده

 گرهای مورد استفاده در این تحقیق آورده شده است. در جدول زیر نام مواد و واکنش

 . مواد مورداستفاده 1جدول  

 شرکت سازنده نام ماده  شرکت سازنده نام ماده 

ن ژنایس آب مقطر تزریقی  CaCl2 Merck 

MgCl2  سیناژن SalI Fermentas 

dNTP Bioflux SacII Fermentas 

Primers  استیک اسید سیناژن Merck 

Taq DNA 

polymerase 

 Trefflab سر سمپلر آبی فیلتر دار سیناژن 

Agarose  سر سمپلر آبی ساده  سیناژن Trefflab 

Ethidium Bromide  سر سمپلر زرد ساده  سیناژن Trefflab 

1kb DNA ladder  سر سمپلر کریستالی ساده  سیناژن Trefflab 

100bp DNA ladder  لیتر میلی 5/1تیوپ  سیناژن  Trefflab 

 Loading Buffer  لیتر میلی 5/0تیوپ  سیناژن  Trefflab 

از ژل کیت استخراج  DNA Bioneer  لیتر میلی 2/0تیوپ  Trefflab 

T/A cloning Kit Fermentas تخراج پلاسمیداس تکی  Bioneer 

آزمایش لوله   Jet biofil pET32a vector Invitrogen 

 Merck متانول Merck پارافیلم 

سیلین بیوتیک آمپیآنتی Merck اتانول  Merck 

سانتی  10پلیت کشت باکتری   Jet biofil بیوتیک نئومایسین آنتی  Merck 

یلستراگاز  انستیتو پاستور ایران  هلیکوباکتر پیلوری  کاوه  

E. coli Top10  15فالکون  انستیتو پاستور ایران  Jet biofil 

SDS PAGE ladder Fermentas  50فالکون  Jet biofil 

SDS PAGE Fermentas دستکش Maxwell 
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loading 

TEMED Sigma LB-Broth Merck 

 Sigma LB-Agar Merck رنگ کوماسی بلو

 کاوه  پنبه  Sigma آکریل آمید

ل آمید کریآبیس   Sigma گلایسین Sigma 

 Sigma SDS Sigma تریس بازی 

APS Sigma   

 

 PCRمراحل انجام  

گیرد و  مراز مقاوم به حرارت مورد استفاده قرار میپلی  DNAهای  : این مرحله به منظور فعال شدن آنزیم18مرحله شروع  -1

 شود. رسانده می دگرادرجه سانتی 94دقیقه دمای محلول به  9تا  1طی آن به مدت 

واسرشت   -2 سیکل 19مرحله  از  قسمت  اولین  مرحله  این  دمای  :  تا  را  واکنش  مخلوط  و  است  منظم  حرارتی  درجه   94های 

الگو    DNAشوند و  شکسته می  DNAای  دهند. در این درجه حرارت، پیوندهای هیدروژنی بین دو رشتهگراد حرارت میسانتی

 ردد. گای تبدیل میبه دو مولکول تک رشته

ای الگو تک رشته   DNAیابد. در این مرحله آغازگرها به  درجه کاهش می  60تا    50: دمای محلول به میزان  20مرحله اتصال  -3

کند. باید توجه داشت که  را آغاز می  DNAالگو، همانندسازی    -مراز پس از اتصال به هیبرید آغازگرشوند آنزیم پلیمتصل می

 تر از نقطه ذوب آغازگرها است. درجه پایین 5تا   3حدود  رد 21به طور طبیعی، دمای اتصال

 Taqمراز مورد استفاده باشد. برای آنزیم  پلی  DNA: دمای محلول در این مرحله باید متناسب با نوع  22مرحله طویل شدن   -4

polymerase    درجه است. در این مرحله آنزیم    72دمای اپتیممDNA  مراز با استفاده از  پلیdNTP  جود در محلول، ومهای

 سازد. های الگو میو در مقابل رشته  3´به 5´جدید را در جهت  DNAیک رشته 

شود تا  درجه انجام می 72دقیقه در دمای  10، این مرحله به مدت PCR: پس از آخرین سیکل 23مرحله طویل شدن نهایی  -5

 . دانهمانندسازی شده DNA اطمینان حاصل گردد که همه مولکولهای تک رشته 

 باشد. داری میدرجه قابل نگه 15: محلول نهایی به مدت کوتاهی در دمای 24داری نهایی نگه -6

 

 PCRاجزای مورد استفاده در  

1- DNA  ی الگو: شامل نواحی از مولکولDNA  .است که باید همانند سازی شوند 

 باشند. میو گال DNA 26و پیرو 25های رهبر مکمل با رشته 3´یک جفت آغازگر: دارای انتهای  -2

 
18 Initialization step 

19 Denaturation step 

20 Annealing step 

21 Annealing temperature 

22 Extension/Elongation step 

23 Final elongation step 

24 Final hold 

25 Sense or Laggin 

26 Anti sense or Leading 
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درجه سانتی گراد دارند استفاده    72ای در حدود  های مقاوم به حرارت که دمای بهینهمراز: معمولاً از آنزیمپلی  DNAآنزیم    -3

 شود. می

ها استفاده  از آن   DNAمراز برای سنتز رشته جدید  پلی  DNA(: که آنزیم  dNTPsها )دئوکسی نوکلئوتیدهای تری فسفات  -4

 کند. می

 کند. مراز فراهم میپلی  DNA: محلولی است که شرایط را برای فعالیت و پایداری بهینه آنزیم PCRلول بافری مح -5

در  متداول که  بافری  می  PCRترین  قرار  استفاده  حاوی  مورد  هیدرو    100گیرد،  تریس  قطبی  دو  در  یونی  بافر  میکرومول 

کلرید   500،  27کلریدریک پتاسیم  اتص  28میکرومول  برای  به  ل  اکه  می  DNAآغازگر  کمک  ژلاتین،  الگو  میکرومول    15کند، 

توان از جهش یافته می  DNAباشد، برای تکثیر قطعات  می  PCRترین اجزاء  باشد. منیزیم یکی از اساسیمی  29منیزیم کلرید 

آزاد تحت تأثیر    یمزمراز، برای عملکرد خود به منیزیم وابسته است. غلظت منیپلی  DNAمنگنز استفاده کرد. در واقع آنزیم  

این کمپلکس برای ورود  ، یک کمپلکس محلول را تشکیل میdNTPsاست. یون منیزیم با    dNTPغلظت   دهد که تشکیل 

dNTPs  سنتز حال  در  زنجیره  داخل  به   ،DNA    بافر این  غلظت  که  کرد  توجه  باید  است.  از  می  10Xضروری  قبل  و  باشد 

 رقیق شد.  1:10استفاده از آن به میزان 

 

 fliRبرای تکثیر ژن    PCRانجام آزمایش    شور

 سازی پرایمرها رقیق 

میکرولیتر آب   1000با توجه به اینکه پرایمرهای اولیه به صورت لیوفیلیزه هستند، مطابق دستورالعمل شرکت سازنده مقدار  

 مقطر به پرایمرها اضافه شد و به خوبی حل گردید. 

رقیق سازی،   منظور  پرای  30به  از  تیوپ رهممیکرولیتر  در  تا    100های حاوی  ای حل شده،  رقیق شد  استریل  آب  میکرولیتر 

 پیکومولار بدست آمد.  1غلظت 

 

 PCRنحوه انجام  

بافر    100: مقدار  30ساختن میکس  از  غلظت    PCRمیکرولیتر  میلی    50با غلظت    MgCl2میکرولیتر    40به همراه    10Xبا 

میکرولیتر   1000میکرولیتر آب تزریق به حجم    840لوط شد و با  مخ  رمولامیلی  10با غلظت    dNTPمیکرولیتر    20مولار و  

 رسانده شد. 

میکرولیتر از مخلوط ذکر    20میکرولیتر انجام شد. به طوری که به ازای هر تیوپ واکنش،    25در حجم نهایی    PCRواکنش  

  0/ 25رقیق )شامل    Taqآنزیم  تر  یمیکرول  1میکرولیتر پرایمر برگشت، همچنین    1میکرولیتر پرایمر رفت و    1شده )میکس(،  

  2لیتری، مخلوط شدند. در آخر  میلی  2/0آب مقطر( در یک میکروتیوپ    75/0بعلاوه    Taqپلیمراز    DNAمیکرولیتر آنزیم  

هیلکوباکتر پیلوری و یک قطره روغن استریل اضافه شد. مخلوط حاصل با توجه به دمای اتصال پرایمرها   DNAمیکرولیتر از  

 گراد( داخل دستگاه ترموسایکلر حرارتی قرار داده شد. نتیادرجه س 62)

 

 
27 Tris-HCL 

28 KCL 

29 Mgcl2 

30 Mix 
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 fliRبرای تکثیر ژن    PCR. برنامه دمایی  2جدول  

 حرارات   زمان )دقیقه(  تعداد چرخه

 )درجه سانتی گراد(

 مرحله 

 

1 

 

5 

 

95 

Prog1: 

Initial denaturation 

 

 

 

30 

 

1 

 

1 

 

1 

 

94 

 

62 

 

72 

Prog2: 

Seg1:Denaturion 

 

Seg2:Annealong 

 

Seg3:Extension 

 

1 

 

5 

 

72 

Prog3: 

FinalExtension 

1 5 10 Hold Temperature 

 

 10x TBEروش تهیه بافر 

را باهم مخلوط    33گرم اتیلن دی آمین تترا استیک اسید  86/1و    32گرم بوریک اسید   91/13،  31گرم پودر تریس  24/27مقادیر  

  10x TBEحرارت داده تا محلول کاملاً شفاف شود. به این ترتیب بافر  و    میلی لیتر رسانده  250کرده و با آب مقطر به حجم  

  540با    10x TBEمیلی لیتر از    TBE 1x  ،60نیاز است که به منظور تهیه    TBE 1xساخته شد. برای تهیه ژل آگارز به بافر  

 میلی لیتر آب مقطر مخلوط شد. 

 

 روش تهیه اتیدیوم بروماید

لیتر آب مقطر حل کرده و در ظرف در بسته در میلی  100وم بروماید را با احتیاط کامل در  یدی تگرم از پودر امقدار یک میلی

داری شد. با توجه به اینکه، اتیدیوم بروماید یکی از مواد موتاژن بسیار خطرناک است، لازم است  تاریکی و جای مخصوصی نگه

 هنگام استفاده از آن احتیاط لازم منظور گردد.

 

 یک درصد  گارزآروش تهیه ژل  

میزان   ژل،  قالب  به حجم  توجه  با    22/0با  و  ترازوی دیجیتال وزن شد  با  آگارز  پودر  از  بافر  میلی  22گرم  از    TBE 1xلیتر 

کاملاً به صورت محلول شفاف در آید.    TBEمخلوط گردید. این ترکیبات حرارات داده شد تا پودر آگارز ذوب شود و در بافر  

میکرولیتر محلول اتیدیوم بروماید    1درجه سانتی گراد(، مقدار    50صل کمی کاهش یافت )تا  ل حاوکه حرارت محصپس از آن 

 
31 ُ Tris 

32 Buric Acid 

33 EDTA 
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(10  mg/mlاضافه گردید. محلول حاصل در قالب ژل )به منظور ایجاد چاهک داخل ژل قرار داده شد.    35ریخته شد و شانه   34

 . گرفت دقیقه ژل در داخل قالب به صورت بسته شکل خواهد 15پس از گذشت حدود 

 

 روش انجام الکتروفورز

قرار داده شد، به طوری که بافر تمام سطح ژل را   TBE 1x شانه از ژل خارج شد و ظرف ژل در تانک الکتروفورز حاوی بافر  -1

 پوشاند. 

مخلوط گردید و    Loading Buffer 6xمیکرولیتر    2( با  PCRتکثیر یافته )محصول    DNAمیکرولیتر از نمونه   25مقدار    -2

ها ریخت و  میکرولیتر از آنرا درون چاهک  5توان مقدار  تخلیص شده نیز می  DNAها ریخته شد. )برای مشاهده  کن چاهودر

 مراحل زیر را زیر نمود( 

 ولت تنظیم گردید.  90 تانک الکتروفورز به منبع جریان برق وصل شد و ولتاژ جریان به طور متوسط روی -3

از حدود    -4 بررسی، داخل دستگاه  لتاژ  ودقیقه جریان    30-20پس  برای  ژل  و  در    Uvdocبرق قطع گردید  داده شد.  قرار 

  5/1های استریل  بریده شده و به تیوپ   36باشند، با استفاده از تیغ اسکالپل می  fliRنهایت باندهای مورد نظر که مربوط به ژن  

 میکرولیتری منتقل گردیدند. 

 

 از ژل   DNAمراحل استخراج  

 استفاده گردید.  Bioneerشرکت  تکار از کیبرای این 

 قرار گرفت. 5/1باند ژن مورد نظر روی ژل آگارز، به وسیله تیغ اسکالپل بریده و درون تیوپ  -1

 ریخته شد.  1برابر حجم ژل از بافر شماره -2

ب شدن  مان ذوزگراد قرار داده شد و چند دقیقه یکبار ورتکس شد. این کار تا  درجه سانتی  60دقیقه روی هیتر    10تیوپ    -3

 کامل ژل، ادامه یافت. 

دور    -4 در  دقیقه  یک  و  شد  ریخته  کیت(  توسط  شده  تعبیه  )ستون  ستون  داخل  حاصل،  دقیقه    13000محلول  بر  دور 

 سانتریفیوژ شد و محلول زیرین دور ریخته شد.

 یوژ انجام شد. یفنتراس روی ستون ریخته شد و مطابق شرای مرحله قبل، 2میکرولیتر از بافر شماره  500مقدار  -5 

 یکبار دیگر تکرار گردید.  5مرحله   -6

ستون داخل تیوپ تمیز منتقل شد و تا زمانی که کاملاً خشک شود، نگهداری شد. ملاک تشخیص خشک بودن ستون، عدم   -7

 استشمام بوی الکل است. 

  2ستون درون آن به مدت   به همراه پدقیقه، تیو  5میکرولیتر آب تزریق روی ستون ریخته شد و پس از گذشت   30مقدار   -8 

 دور بر دقیقه، سانتریفیوژ گردید.  13000دقیقه در دور 

از ژل می  PCRمحلول زیرین حاوی محصول    -9  از  میکرول  2مقدار      باشد. برای تائید صحت تخلیص ژن،تخلیص شده  یتر 

 محلول زیرین بدست آمده، روی ژل آگارز الکتروفورز شد.

 
34 Cast 

35 Comb 

36 Scalpel 
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 نتایج 

 fliRروی ژن  PCRو انجام  DNAنتایج استخراج 

درصد،    1ی تخلیص شده روی ژل آگارز    DNAاز باکتری هلیکوباکتر پیلوری با موفقیت انجام شد. الکتروفورز    DNAاستخراج  

 بود.  PCRبرای انجام  DNAنشان دهنده کیفیت مناسب  

جفت بازی مربوط به این محصول    360نجر به تشکیل باند  ، مfliRبا استفاده از پرایمرهای اختصاصی ژن    PCRانجام واکنش  

 آمده است.  1-4در شکل  fliRژن  PCRدرصد الکتروفورز شدند که نتایج حاصل از  5/1روی ژل  PCRگردید. محصولات 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 .fliRبرای ژن   PCR. نتیجه  1شکل  

 ساخت شرکت فرمنتاز. 1kb: مارکر 1شماره 

 fliRزی مربوط به تکثیر ژن باجفت  360: باند 2شماره 

 ( DNAبدون  PCR: کنترل منفی )نمونه 3شماره 

 

 PTZدر وکتور    Tنتایج تأیید همسانه سازی  

وط به آن به صورت زیر  ساخته شد که شرح نتایج حاصل شده از مراحل مختلف مرب  PTZ- fliRدر این مرحله سازواره ژنی  

 است.

 

 از ژل آگارز PCRنتیجه تخلیص محصول  

  Bioneerبا استفاده از تیغ اسکالپل از روی ژل آگارز بریده شد و با استفاده از کیت    fliRجفت بازی مربوط به ژن    360  ند با

روفورز گردید تا صحت تخلیص  درصد الکت  5/1میکرولیتر از محصول تخلیص شده از ژل، روی ژل آگار    3تخلیص گردید. مقدار  

 نشان داده شده است.  2-4ل مورد تأیید قرار گیرد. نتیجه آن در شک
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 از ژل آگارز.  fliRنتیجه تخلیص قطعه ژن    2شکل  

 جفت بازی فرمنتاز  100 : مارکر1شماره 

 تخلیص شده از ژل  fliRژن  :2شماره 

 

 PCRبه روش    Tنتیجه تأیید صحت همسانه سازی  

 T/Aهای حاصل از انجام روش  ا یا ماتریکسه لنیروی ک  PCR، انجام  PTZدر پلاسمید    fliRروش تأیید اولیه حضور ژن  

cloning    است. به این منظور واکنشPCR    با پرایمرهای اختصاصی ژنfliR    ها انجام شد. تشکیل  نمونه از ماتریکس  4روی

 -PTZو تشکیل سازواره ژنی    Tده، نشان دهنده صحت کلون سازی  ش  PCRهای  جفت بازی در هر یک از نمونه   360باند  

fliR آورده شده است. 3-4اشد. نتایج این مرحله در شکل بمی 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 های ماتریکسروی نمونه  fliRبرای ژن    PCR. نتیجه انجام  3شکل  

 دهد را نشان می جفت بازی 360که باند  fliRروی ژن  PCR: نتیجه مثبت برای 4و  1های شماره

 کنترل منفی  :2شماره 

 نتاز ازی فرمجفت ب 100مارکر  :3شماره 

 1 2 

500 bp 

 1 2 3 4 

360 bp 
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 به روش هضم آنزیمی   Tنتیجه تأیید صحت همسانه سازی  

سر   در  اینکه  به  توجه  با  تحقیق  این  در  است.  مطمئن  نسبتاً  روشی  آنزیمی  روش هضم  با  سازی  کلون  پریم -5تأیید صحت 

ین مرحله نیز با  زی در اقرار داده شده بود، لذا تأیید صحت کلون سا  sacIIو    SalIو آنزیم  ، سایت برش دfliRپرایمرهای ژن  

 استفاده از همین دو آنزیم صورت گرفت.

از ماتریکس که در مرحله  نمونه  مورد تأیید قرار    PTZ- fliRو تشکیل وکتور نوترکیب    fliRاز نظر حضور ژن    1-2-4هایی 

ا اینجا مورد  بودند، در  باکتریگرفته  ابتدا کشت  این صورت که  به  قرار گرفتند.  در    PTZ- fliR  پلاسمیدهای حامل  ستفاده 

لیتری    5محیط   باکتری  LB-Brothمیلی  رشد  از  و پس  پذیرفت  آمپی سیلین صورت  بیوتیک  آنتی  استخراج در حضور  ها، 

 انجام شد.  Bioneerپلاسمید با کیت 

کیب و تأیید ایجاد پلاسمید نوتر  Tیص شده، نشان دهنده صحت کلون سازی تخل PTZ- fliRهای  هضم آنزیمی روی پلاسمید

PTZ- fliR آمده است. 4-4باشد که نتایج آن در شکل می 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 PTZ- fliR. نتیجه هضم آنزیمی روی پلاسمید  4شکل  

 جفت بازی 1000 : مارکر1شماره 

 ده با آنزیم بریده ش fliRهای دارای قطعه ژن : پلاسمید3و  2شماره 

 بریده نشده با آنزیم  PTZ- fliR: پلاسمید 4شماره 

 

 PEGFP-C1- fliRید سازواره نهایی  نتیجه تأی

بوده است. در واقع در این مرحله   PEGFP-C1در پلاسمید بیانی    fliRیکی از اهداف اصلی این تحقیق ساب کلونینگ ژن  

ژن    PCRمحصول   به  وکتور  fliRمربوط  قبل در  مراحل  پلاسمید    PTZ  که در  از  است  است، لازم  همسانه سازی گردیده 

 1 2 3 4 

1000 bp 

360 bp 
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PTZ- fliR  وا و  یوکاریوتی  خارج  بیانی  پلاسمید  وکتور    PEGFP-C1رد  تشکیل  و  کلونینگ  ساب  صحت  تأیید  گردد. 

 ، هضم آنزیمی و تعیین توالی انجام شد. PCRبه سه روش  PEGFP-C1- fliRنوترکیب 

 

 PCRبه روش    PEGFP-C1- fliRنتیجه تأیید سازواره نهایی  

های حاصل از انجام روش ساب  ها یا ماتریکسروی کلنی  PCRانجام    ، باPEGFP-C1در پلاسمید    fliRبررسی حضور ژن  

ها  تصادفی از ماتریکسی    روی چند نمونه  fliRبا پرایمرهای اختصاصی ژن    PCRکلونینگ صورت پذیرفت؛ بنابراین واکنش  

ایج این  گ است. نتشده، نشان دهنده صحت ساب کلونین PCRهای ی در هر یک از نمونهجفت باز 360انجام شد. تشکیل باند 

 نشان داده شده است.  5-4مرحله در شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 PEGFP-C1- fliRروی پلاسمید نوترکیب    PCR. نتیجه انجام  5شکل  

 جفت بازی فرمنتاز  100کر : مار1شماره 

 PEGFP-C1- fliRپلاسمید نوترکیب روی  PCRهای مثبت پس از انجام نمونه 3و  2شماره 

 کنترل منفی :4شماره

 

 به روش هضم آنزیمی   PEGFP-C1- fliRسازواره نهایی    نتیجه تأیید

نوترکیب   بیانی  آنزیمی وکتور  از هضم  آنزیم    PEGFP-C1- fliRنتایج حاصل  نشان دهنده تشکیل   SacIIو    SalIبا دو 

گردد.  میبا دو آنزیم فوق الذکر سبب تشکیل دو قطعه    PEGFP-C1- fliRسازواره نهایی است. به طوری که برش وکتور  

  fliRجفت باز مربوط به ژن  360و یک قطعه ژن به اندازه  PEGFP-C1جفت باز مربوط به وکتور  5308قطعه به اندازه  یک

 آورده شده است.  6-4گردد. نتایج این مرحله در شکل تشکیل می

 

 

 

 

 

 

 1 2 3 4 

500 bp 
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 PEGFP-C1- fliRآنزیمی روی پلاسمید نوترکیب   . نتیجه هضم6شکل

 جفت بازی از آن خارج شده است. 360که قطعه  PEGFP-C1- fliRهضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب   :2و  1های ارهشم

 بریده نشده  PEGFP-C1- fliR: پلاسمید نوترکیب 3شماره 

 جفت بازی فرمنتاز 1000: مارکر 4شماره 

 

 به روش تعیین توالی   PEGFP-C1- fliRی  نتیجه تأیید سازواره نهای

در وکتور بیانی یوکاریوتی مورد   fliRنشان دهنده صحت کلون سازی ژن    PEGFP-C1- fliRیی  لی سازواره نهاتعیین توا

، نیز صحت توالی BLASTهای دیگر این ژن در بانک ژن جهانی پس از انجام  باشد. مقایسه توالی بدست آمده با توالینظر می

نشان داده    7-4ره نهایی حاصل از این تحقیق در شکل  ر شماتیک سازوادهد. تصویوجود بازهای تغییر یافته را نشان می  و عدم

 شده است. 

 
 

 PEGFP-C1- fliR. تصویر شماتیک پلاسمید نوترکیب بیانی یوکاریوتی 7شکل  

 1 2 3 4 

1000 bp 

360 bp 
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 SDS-PAGEنتایج حاصل از انجام   1.1

أیید آنها، به منظور بررسی بیان  و کشت و ت  CHOای هدر سلول PEGFP-C1- fliRپس از الکتروپوریشن سازواره نهایی 

نشان داده شده است. محصول   8-4انجام شد. نتایج این آزمایش در شکل  SDS-PAGEدر این سلول جانوری،  fliRژن 

 به وزن؟؟؟؟ کیلو دالتون در شکل نشان داده شده است.  fliRپروتئینی حاصل از ژن 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 کیلو دالتونی  13ل پروتئین  و تشکی  fliRبیان ژن  . نتیجه  8لشک

 : مارکر1شماره 

 : سلول ترانسفرم نشده2شماره

 PEGFP-C1-fliR: سلول ترانسفرم نشده سلول ترانسفرم شده با پلاسمید بیانی 3شماره 

 

 

 

 1 2 3 

13

k

D

a 
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Abstract 

Helicobacter pylori (HP) is a rod-shaped, gram-negative bacterium that causes gastrointestinal infections in more 

than 60% of the world's population and is involved in causing type B gastritis, gastric and duodenal ulcers, and 

gastric cancer. Antibiotic treatment of Helicobacter pylori infections, especially in developing countries, 

including Iran, where Helicobacter pylori infection has a high prevalence due to the high cost, lack of 

cooperation of patients in the implementation of treatment regimens, and discomfort caused by the use of 

different antibiotics and also the creation of bacteria. Antibiotic resistant strains are not the answer to this 

problem and designing a suitable vaccine to prevent and treat this infection is necessary and is of interest. Due to 

the functional role of the fliR gene in the production of proteins used in the Helicobacter pylori flagellum, and 

the secretion of the pathogenic factors of this bacterium outside the cell, this protein is considered as a suitable 

candidate for a strong vaccine against Helicobacter pylori infection, which can be used in Therapeutic, 

preventive and even diagnostic solutions are used. The purpose of this research is to clone the fliR gene from the 

ATCC standard strain (40504) of Helicobacter pylori in a suitable expression vector and transfer the vector to a 

suitable bacterial host (E. coli Top10) to produce the recombinant form of this protein. According to the results, 

the PEGFP-C1-fliR gene system can be a suitable candidate for gene vaccine production. 
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