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نام نويسند گان مجله علمي پژوهشي د انشگاه علوم پزشكي ارتش جمهوري اسلامي ايران

سال هشتم    شماره 1    صفحات  1  تا  5    بهار 1389

مقاله
تحقيقاتي

اثر سينرژيسمي پروتئين نوتركيب CagA و LPS سروتيپ O2 هليكوباكتر پيلوري 
در بروز پاسخ ايمني مناسب عليه اين باكتري

داوود اسماعيلي1، *اشرف محبتي مبارز2، علي هاتف سلمانيان3، احمد زواران حسيني4، مهدي مهدوي5

چكيد ه
سابقه و هدف: هليكوباكتر پيلوري يكي از عوامل عفوني باكتريايي معده بوده كه در سراسر جهان گزارش شده است. با توجه به 
اهميت ليپوپلي ساكاريد و cagA، اين مطالعه در صدد بررسي اثر سينرژيسمي ايمني زايي اين دو فاكتور به منزله انتخاب كانديد 

ايمونيزاسيون مناسب عليه اين باكتري مي باشد.
مواد و روش ها: در اين مطالعه تجربى ليپوپلي ساكاريد سروتيپ O2 هليكوباكتر پيلوري به روش فنل داغ تخليص و پروتئين 
نوتركيب CagA در وكتورهاي مناسب بيان و با استفاده از ستون نيكل خالص شد. سپس موش هاي BALB/c با غلظت هاي مناسب 

از اين آنتي ژن ها ايمونيزه و پاسخ ايمني در آنها مورد ارزيابي قرار گرفت.
يافته ها: نسبت IgG1/IgG2α در موش هاي ايمونيزه شده با دو آنتي ژن ليپو پلي ساكاريد و rCagA و rCagA به تنهايي و يا همراه با 
ادجوانت CpG كمتر از يك مي باشد كه مويد پاسخ ايمني به سمت Th1 مي باشد. پاسخ توليد اينترفرون گاما به هنگام تزريق اين دو 

آنتي ژن با همديگر افزايش قابل ملاحظه اي نشان داد.
نتيجه گيري: ايمن سازي عليه هليكوباكتر پيلوري به طور احتمال در آينده به عنوان اولين انتخاب در پيشگيري از بيماري به كار 
مي رود. با توجه به اينكه ايمني حفاظتي عليه اين باكتر ي پاسخ ايمنيTh1 و به عبارتي بالانس Th1/Th2 مي باشد. در اين تحقيق 

مشاهده شد كه دو آنتي ژن ليپو پلي ساكاريد و rCagA داراي اثرات سينرژيسمي در ايجاد پاسخ هاي ايمني سلولار مي باشند.
كلمات كليدي: سينرژيسم، ليپوپلي ساكاريد، سروتيپ  CagA ،O2 نوتركيب، هليكو باكتر پيلوري
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مقدمه
هليكوباكتر پيلوري يكي از عوامل عفوني باكتريايي معده بوده كه در 
سراسر جهان گزارش شده است و در محيط هاي مختلفي كه بقاي 
ساير باكتري ها در آنها امكان پذير نيست زنده مي ماند (1، 2). اين
 باكتري از عوامل اصلي گاستريت و كانسر معده، بيماري ايسكميك 
قلبي و آدنو تانسيلار مي باشد (3، 4، 5، 7، 6). عفونت هليكوباكتر 

يك بيماري جهاني است كه حدود نيمي از جعيت دنيا را تحت 
تاثير قرار داده است. مشكل عفونت بيشتر در كشورهاي فقيرتر 
است. آب آشاميدني مي تواند از منابع اصلي آلودگي در كشورهاي 
در حال توسعه باشد (9، 8). از بين آنتي ژن هاي اين باكتري ليپو 
پلي ساكاريد از اهميت فوق العاده اي برخوردار است. اين تركيب 
سبب فعال شدن سلول هاي ايمني و تحريك ترشح پپسينوژن، 

تاريخ اعلام قبولى مقاله: 89/3/16 تاريخ اعلام وصول: 89/1/7   
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هيستامين وگاسترين (كه در اين باكتري منحصر به فرد است) 
مي شود. خصوصيات ليپو پلي ساكاريد (LPS) هليكوباكتر پيلوري هم 
در مزمن شدن عفونت و هم توسعه بيماري نقش دارند (14- 10). 
عفونت هليكوباكتر پيلوري و آندوتوكسين آن باعث سپتي سمي و 
شوك سپتيك نمي شود. خصوصيات LPS هليكوباكتر پيلوري هم 
در مزمن شدن عفونت و هم توسعه بيماري نقش دارند (14- 10). 
سميت LPS اين باكتري 10000-500 برابر كمتراز LPS اشريشيا 
پايين  سميت  مسوول   A ليپيد  ساختار  و  است  سالمونلا  و  كلي 
باعث  پيلوري  باكتر  هليكو  آندوتوكسين  مي باشد.  باكتري  اين 
 LPS خصوصيات   .(10) نمي شود  سپتيك  شوك  و  سمي  سپتي 
هليكوباكتر پيلوري هم در مزمن شدن عفونت و هم توسعه بيماري 
نقش دارند (14- 10). از طرفي سويه هاي تيپ I كه واجد ژن
cagA (Cytotoxic associated gene A) هستند گاستريت هاي مزمن و 

شديد ايجاد مي كنند و باعث بروز مراحل پيشرونده به سمت سرطان 
معده مثل ديسپلازي مي شوند. از طرفي در دئودنيت و گاستريت حاد 
نيز سويه هاي +cagA ديده مي شود. لذا ارتباط بين شدت بيماري زايي و 
حضوراين آنتي ژن از اهميت قابل توجهي برخوردار است (15-19). 
با توجه به اهميت ليپوپلي ساكاريد و cagA در هليكوباكتر پيلوري، اين 
مطالعه در صدد بررسي اثر سينرژيسمي ايمني زايي اين دو آنتي ژن به 
منزله انتخاب كانديد ايمونيزاسيون مناسب عليه اين باكتري مي باشد.

مواد و روش ها
كشت باكتري

در اين مطالعه تجربى سويه هاي هليكوباكتر پيلوري روي محيط 
بروسلا آگار غني شده با سرم جنين گوساله (FCS)، خون دفيبرينه 
گوسفند و آنتي بيوتيك هاي ونكومايسين، پلي ميكسين ب، تري 
متوپريم و آمفوتريسين ب كشت داده شدند ودر حضور10 درصد 
دي اكسيد كربن به مدت 7روز در 37 درجه سانتي گراد انكوبه 
گرديدند. كلني ها با رنگ آميزي گرم، تست هاي كاتالاز، اوره آز 
سريع و اكسيداز تاييدشدند. سپسDNA ژنوميك با استفاده از كيت 

استخراج DNA استخراج و در 20- نگهداري شدند.

CagA خالص سازي پروتئين نوتركيب
يك جفت پرايمر باسايت هاي آنزيمي BamH1 و Sac1 براي تكثير 

ژن cagA هليكوباكتر پيلوري بر اساس بانك ژنوم طراحي و توسط 
معكوس  و  پيشرو  پرايمرهاي  گرديدند.  سنتز  سيناژن  شركت 
و  F: 5/- aaggatccactaacgaaaccattgacca-3 (forward)

R: 5/-aagagctcactccctcaactctaacatt-3/ (reverse) قادر بود قطعه اي 

به طول 841 جفت باز را تكثير نمايد.
فرآورده هاي PCR با استفاده از كيت Bioneer تخليص، سپس با 
استفاده از T4 DNA ligase  با نسبت مولكولي 5:1 قطعه هدف و 
وكتور pet 28 a (فرمنتاز) در دماي 4 درجه سانتي گراد به مدت 12 
 (Novagen)  E. coli DH 5αساعت متصل شدند. سپس محصول در
تاييد  شناسايي و   (Roche)و هضم آنزيمي PCR ترانسفورم و با 
Bioneer شدند. پلاسميدهاي نوتركيب مطابق با دستورالعمل كيت
  E.coli BL- استخراج پلاسميد و سپس به داخل وكتور بياني21
 pLysS  (DE3)ترانسفورم شدند و بعد روي محيط LB آگار حاوي 

30ug/ml كانامايسين وug/ml 34 كلرامفنيكل كشت شدند و با هضم 

آنزيمي كم اثر و PCR شناسايي شدند. سلول هاي اشريشيا كلي بياني 
 OD600= 0/6-0/8 بعد از كشت و رسيدن به pET-28a/cagA حاوي
با IPTG (سيگما) با غلظت نهايي يك ميلي مولار القا گرديدند و 
سپس در دماي 37 درجه سانتي گراد به مدت 2 ساعت رشد داده 
شدند. سلول هاي باكتريايي جمع آوري و سپس در بافر ليز كننده 
 (EDTA 10 mM,1%(v/v) Triton X-100, 20mM Tris-Hcl,PH=7/5,

(Nacl 0/5 M, PMSF 1 mM سوسپانسيون شدند. بعد فريز، ذوب و 

روي يخ در حضور PMSF (سيگما) سونيكت شدند. پروتئين هاي 
نوتركيب درg 14000 به مدت 20 دقيقه سانتريفوژ و در فاز سوپرنتانت 

جمع آوري شدند.

ليپوپلي  جداسازي  منظور  به  پيلوري  هليكوباكتر  انبوه  كشت 
ساكاريد

هليكوباكتر پيلوري سروتيپ O2 (اهدايي توسط دكتر گراهام از 
شرايط  در  شده،  غني  براث  بروسلا  محيط  در  آمريكا)  بوستون 
مناسب كشت و پس از رشد مناسب باكتري هاي موجود با افزودن 

فنل (w/v) 0/02 كشته، جمع آوري و سانتريفوژ گرديدند.
استخراج ليپو پلي ساكاريد سروتيپ O2 مطابق روش فنل- داغ انجام 
 SDS-PAGE استخراج شده از روش LPS شد (21). براي شناسايي

و رنگ آميزي نيترات نقره استفاده گرديد.
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داوود اسماعيلي و همكاران 3اثر سينرژيسمي پروتئين نوتركيب CagA و LPS سروتيپ O2 هليكوباكتر پيلوري در...

تست تب زايي در خرگوش ها
سه عدد از خرگوش هاي نيوزيلندي با وزن kg 0/2 ± 3 /0  از موسسه 
رازي تهيه شدند و در جه حرارت مقعدي سه بار و در فواصل 15 

دقيقه به مدت 3-1 ساعت اندازه گيري شدند.

تست كشندگي در موش ها
موش هاي Balb/c 8-6 هفته اي با وزن3g ±17 خريداري شده از 
دانشگاه علوم پزشكي بقيه ا... (عج) درسه گروه 6 تايي تقسيم 
شدند. هر كدام از موش ها در هر گروه با غلظت هاي 0/25، 0/5 
و 1 ميكروگرم از LPS به صورت داخل صفاقي تزريق شدند. مو 
ش هاي كنترل با ml 0/2 از PBS عاري از پيروژن تزريق شدند و 

نتايج تست طي 6 روز بررسي گرديدند.

ايمونيزاسيون مدل آزمايشگاهي
در  عضلاني  صورت  به   Balb/c موش هاي  از  تايي   5 گروه  سه 
فواصل 10 روزه ايمونيزه شدند. ايمونيزاسيون در گروه اول با 10 
ميكروگرم rCagA، در گروه دوم با 10 ميكروگرم rCagA به همراه10 
ميكروگرم ادجوانت CPG انجام گرفت. گروه سوم همان حجم از 
PBS را دريافت نمودند. سرم ها 7 روز بعد از ايمونيزاسيون جمع 

آوري و آنتي بادي هاي IgG1 و IgG2α اختصاصي rCagA از طريق 
ELISA اندازه گيري شدند. همچنين سه گروه با همان دوز از ليپو 

پلي ساكاريد سروتيپ O2 هليكوباكتر پيلوري ايمونيزه شدند. اين 
تحقيق بخشي از پايان نامه دكتري تخصصي باكتري شناسي پزشكي 

مي باشد كه در دانشگاه تربيت مدرس انجام شده است.

يافته ها
تكثير قطعه cagA هليكوباكتر پيلوري

cagA با استفاده از پرايمر ذكر شده تكثير و اندازه قطعه تكثير شده 

841 جفت باز بود. پلاسميد نوتركيب از باكتري ها استخراج و به 
عنوان الگو براي واكنش زنجيره اي پلي مراز مورد استفاده قرار 
گرفت. پلاسميد نوتركيب حاوي ژن مورد هدف بود كه نشان دهنده 
ترانسفورم موفق ژن مزبور داخل E.coli DH5α مي باشد. پروتئين 
نوتركيب CagA بيان شده با استفاده از ستون نيكل (كياژن) تخليص 
شد. فراكشن ها از طريق وسترن بلات شناسايي گرديدند. [شكل1]

آناليز ليپو پلي ساكاريد
ليپو پلي ساكاريد سروتيپ O2 با SDS-PAGE، 14 درصد اوره، 4 
مولار آناليز (شكل2) و با با نيترات نقره رنگ آميزي شدند. (شكل2) 

شكل 1- وسترن بلات پروتئين ريكامبينانت CagA (32 كيلو دالتوني) با پلي 
كلونال آنتي بادي خرگوشي

شكل2- باندهاي LPS خالص شده سروتيپ O2 هليكوباكتر پيلوري در رنگ 
آميزي نيترات نقره در چاهك هاي 1، 2، 3
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ليپو پلي ساكاريد استخراج شده يك الگوي الكتروفورتيك نردباني 
شكل نشان داد كه در سه گروه با وزن هاي مولكولي بالا، متوسط 

و پايين قرار گرفتند.

ايمونيزاسيون
نسبت IgG1/IgG2a در موشهاي ايمونيزه شده با r CagA به تنهايي و 
همراه با ادجوانت CpG كمتر از يك مي باشد كه نشانه پاسخ ايمني 
Th1 مي باشد. در حالي كه در گروه كنترل اين نسبت بيشتر از يك 

بوده كه نشانه پاسخ ايمني Th2 مي باشد. (جدول 1)

در جدول 2 اثرات سينرژيسمي دو آنتي ژن ليپو پلي ساكاريد و 
rCagA در افزايش ميزان اينترفرون گاما نسبت به گروه كنترل بخوبي 

قابل ملاحظه مي باشد.

بحث و نتيجه گيري
شيوع بالاي عفونت هليكوباكتر پيلوري در جهان و نقش آن در 
بدخيمي هاي معده و پيدايش مقاومت آنتي بيوتيكي باعث شده كه 
روش هاي درماني مختلفي عليه اين عفونت پيشنهاد شود. امروزه 
درمان  هم  و  پيشگيري  در  هم  يافته  يك  عنوان  به  سازي  ايمن 
عفونت هاي هليكو باكتر پيلوري مورد تاييد قرار گرفته است (24، 
23). هر چند تاكنون پيشرفت مطلوبي در اين زمينه حاصل نشده 
كه يكي از دلايل آن عدم شناخت كافي از فاكتورهاي ويرولانس 

و ايمني مطلوب عليه اين باكتري مي باشد. لذا توسعه فرمولاسيون 
آنتي ژن فعال كه قابليت القاي پاسخ مطلوب ايمني را در محل 
مناسب داشته باشد، ضروري است. به همين دليل طراحي قطعه 
آنتي ژن و ايمونوژن مطلوب از اهميت به سزايي برخوردار است. 
انتخاب نهايي آنتي ژن براي استفاده در واكسن به ميزان حفاظت 
اين آنتي ژن ها از بدن حين عفونت با هليكوباكتر پيلوري بستگي 
حفظ  و  بيماريزا  فاكتورهاي  عنوان  به  آنها  نقش  همچنين  دارد. 
خواص ايمونولوژيك آنها وقتي به عنوان پروتئين هاي نوتركيب به 
كار مي روند بايد مد نظر باشد. تاكنون آنتي ژن هاي مختلفي از اين 
باكتري جهت طراحي واكسني مناسب مورد بررسي قرار گرفته 
اند. VacA (توكسين واكوئله كننده) به همراه cagA (سيتوتوكسين 
مربوط به ژن A) و NAP (پروتئين فعال كننده نوتروفيل) درمدل 
حيوان آزمايشگاهي و داوطلبين آلوده تست شده و توانسته است 
پاسخ ايمني سلولار را تحريك نمايد. اما به علت مشكلاتي كه در 
تغييرات آنتي ژني VacA و سلامتي اين واكسن وجود دارد، نياز به 
فرمولاسيون ها و تركيبات آنتي ژني جديد مي باشد (28). در اين 
مطالعه قطعه مناسبي از cagA كه پاسخ مناسب را تحريك و فاقد 
تنوع آنتي ژني باشد در 841 جفت باز اوليه قسمت N ترمينال اين 
ژن طراحي گرديد. كه پاسخ تحريك ايمني آن نسبت به تست كنترل 
بيشتر بود. (جدول1) همچنين از ليپوپلي ساكاريد سروتيپ O2 اين 
باكتري كه فاقد خاصيت تب زايي و سمي مي باشد و قادر به بيان 
آنتي ژن لوئيس نمي باشد، براي اين منظور استفاده شد كه پاسخ 
ايمني بيشتر از گروه كنترل و rCagA داشت. هنگاميكه LPS به همراه 
rCagA استفاده گرديد، در تحريك پاسخ ايمني و توليد IFNγ افزايش 

قابل ملاحظه اي مشاهده گرديد. بنابراين به خاطر تحريك مناسب 
پاسخ ايمني هومورال و سلولي توسط پروتئين نوتركيب (جدول2) 
و مناسب بودن LPS سروتيپ O2 به عنوان كانديد ايمونيزاسيون در 
اين تحقيق، اين دو آنتي ژن را مي توان در فرمولاسيون تركيبات 

ايمونيزاسيون چند جزيي عليه هليكوباكتر پيلوري پيشنهاد نمود.

تشكر و قدرداني
از آقاي دكتر گراهام و دكتر كاستر به جهت همكاري هاي علمي و 

اهدا سويه هاي تحقيق تقدير و تشكر مي گردد.

جدول 1- مقايسه توليد ايزوتايپ هاي IgG در موش هاي ايمونيزه شده با 
CagA پروتئين ريكامبينانت

IgG1/IgG2  ratio Immunization  

95/0 ± 5/0 rCagA 1 

73/0 ± 2/0 rCagA+CPG 2 

37/1 ± 4/0 PBS 3 

LPS و   CagA ريكامبينانت  پروتئين  سينرژيسمي  اثر  مقايسه   -2 جدول 
درموش هاي ايمونيزه شده با اين آنتي ژن ها

IgG1/IgG2       
0/63 ± 0/3 205 ± 0/4 LPS 1 

0/57 ± 0/2 279 ± 0/2 rCagA+LPS 2 

1/02 ± 0/4 1/37 ± 0/4 PBS 3 
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Abstract

Background: H. pylori is one of gastric bacterial infectious agents that reported from world whole. This 

organism is heterogen and have hyper variable regions in its genome that to cause organism escape from 

immune response. H. pylori cagA+ strains will report that is stimulating factor for adenocarcinoma, gastritis 

in infected persons. H. pylori LPS have less toxicity, mitogenicity and pyrogenicity than Entrobactericeae. In 

this study we investigated the LPS and rCagA senergistic effect on stimulation of Th1 immune response in 

mice model.

Materials &Methods: LPS of H. pylori O2 serotype was extracted by hot phenol-water method. Proper 

conserved fragment of cagA was expressed in proper vectors. These antigens were injected to Balb/c mice 

and immune response was assayed by ELISA

Results: The IgG1/IgG2a ratio in the immunized mice with rCagA and rCagA plus CpG was <1, indicating 

a Th1 type response, while the control group was >1, indicating a strong Th2 response. In mice immunized 

with LPS and rCagA, the immune response elevated which indicated synergistic effect of this antigen on 

stimulating of strong immune response against H. pylori infection

Conclusion: Effective immunizations against H. pylori will possible affected treatment in next future. 

Protective immune response in H. pylori is balance between Th1/Th2.These data suggest that immunization 

with rCagA and LPS promoted a Th1 immune response. H. pylori rCagA and LPS serve as an excellent 

antigen for immunization. In conclusion, we recommended multicomponent vaccine contain of rCagA and 

LPS for vaccine formulation against H. pylori infection.

Keywords: LPS, rCagA, O2 serotype, Synergistic effect, H. pylori
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