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  دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

  31تا  23صفحات ، 91 بهار، 1، شماره 22 ورهد

  

آز آنزیم اوره Cسازي، بیان و تخلیص انتهاي کربوکسیل زیرواحد همسانه
 در زردة تخم مرغ  IgYهلیکوباکتر پیلوري به منظور تولید

 4طاهر نژادستاري ،4پریور ، کاظم3، ایرج رسولی2، سید لطیف موسوي گرگري1حسین بصیري
 

  تهران واحد علوم و تحقیقات ،دانشجوي دکتري تخصصی، دانشگاه آزاد اسلامی 1
  دانشیار، دانشکده علوم پایه، دانشگاه شاهد 2
   استاد، دانشکده علوم پایه، دانشگاه شاهد 3
  تهران واحد علوم و تحقیقات ،استاد، دانشکدة علوم پایه، دانشگاه آزاد اسلامی 4

  چکیده
باکتري گرم منفی اسپیرال و میکروآیروفیل است که در لایه مخاطی معده انسان نوعی  )H.pylori( هلیکوباکتر پیلوري :سابقه و هدف

کنی این عفونت هاي اختصاصی نظیر ایمنوتراپی براي ریشهرویکردهاي جدید در جهت بکارگیري درمان. نمایدتکثیر و ایجاد عفونت می
 .ژنیک این باکتري استزا و آنتیترین عوامل بیماريیکی از مهم آزنزیم اورهآ. باشندمی

آز، پس از تخلیص ژنوم باکتري، با کمک واکنش اوره Cابتدا بخش انتهاي کربوکسیل زیر واحد  ،دراین مطالعه تجربی: یسروش برر 
پروتئین نوترکیب پس از تراریخت سازة نوترکیب به . دکلون ش pET28aتکثیر شده و محصول روي ناقل بیانی ) PCR(زنجیرة پلیمراز 

تحلیل و پروتئین نوترکیب از طریق کروماتوگرافی میل  SDS-PAGE بیان شد و نتایج با استفاده از  Bl21DE3سوش  E.coliباکتري 
با روش  IgYتزریق و  سفید هورنپروتئین نوترکیب تخلیص شده، به مرغ لگ. تخلیص شد Ni-NTAترکیبی با کمک ستون 

  . مورد ارزیابی قرار گرفت SDS-PAGEو  ELISAکلروفرم تخلیص و با روش /استون
پروتئین نوترکیب  نشان داد SDS-PAGEبررسی با  .سازي تأیید شدصحت انجام همسانه ،با تعیین توالی سازة نوترکیب :هایافته

rUreCc زایی بالاي این پروتئین نوترکیب را نشان دادنایم همچنین نتایج الایزا . به خوبی بیان و تخلیص شده است . 
 ژنبه عنوان سلول میزبان، امکان دسترسی آسان به آنتی E.coliهلیکوباکتر پیلوري در  rUreCcتولید پروتئین نوترکیب : گیرينتیجه

 .اوره آز است Cد زایی آن شبیه به کل زیر واحتوانایی ایمنی ژن نوترکیب،نتیآ رغم کوچک بودنعلی .را فراهم کرد
  .UreC، IgYآز، زیر واحد هلیکوباکتر پیلوري، اوره :واژگان کلیدي

  

  1مقدمه
 نـوعی  (Helicobacter pylori: H.pylori) هلیکوباکتر پیلوري

کـه در لایـه مخـاطی     باکتري گرم منفی مارپیچی شکل اسـت 
عفونت ایجـاد  . نمایدمعده انسان تکثیر یافته و ایجاد عفونت می

تلیـال معـده   توسط این باکتري که با تخریـب بافـت اپـی   شده 

                                                
  حسین بصیري، علوم و تحقیقاتتهران، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد : نویسنده مسئولآدرس 

)email: hosseinbasiri@yahoo.com  (  
  16/1/1390: یخ دریافت مقالهتار

  22/6/1390 :تاریخ پذیرش مقاله

توانـد  شود که مـی همراه است، منجر به التهاب مزمن معده می
نشـان   هـا بررسـی . هاي معده و دوازدهه شـود سبب ایجاد زخم

بـا سـرطان بـدخیم معـده      H. pyloriعفونـت مـزمن   داده که 
است و این امر موجب گشته که آژانس پژوهش سرطان  مرتبط

 :World Health Organization( ازمان بهداشـت جهـانی  س ـ

WHO (زاي کلاس این باکتري را در زمره عوامل سرطانI  قرار
در جهــان بــه طــور   H. pyloriعفونــت بــا شــیوع . )1(دهــد 

ــانگین در حــدود  ــت اســت درصــد 50می ــاوت  ،جمعی ــا تف    ام
داري بــین شــیوع ایــن عفونــت در کشــورهاي غربــی و  معنــی
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    IgYتولیدو آز هلیکوباکتر پیلوري اوره سازيهمسانه                                                 دانشگاه آزاد اسلامیپزشکی علوم مجله / 24
، بـه  )2(خـورد  یایی در حال توسعه به چشم مـی کشورهاي آس

 درصـد  30طوري که این میزان در کشورهاي غربی در حـدود  
درصد به سرطان معـده   1تا  1/0که از این میان  جمعیت است

شوند، درحالی که میزان عفونت در کشورهاي آسیایی مبتلا می
 . )3(درصد است  80تا  60در حدود  بالاتر و

تشخیص سرطان معده در مراحل اولیه دشوار  با توجه به اینکه
باشد و در اکثر مـوارد تشـخیص پـس از پیشـرفت بیمـاري      می

گردد، راه اصلی مبارزه بـا  صورت گرفته و کار درمان سخت می
چـون التهـاب و زخـم معـده، نـابود کـردن       این سرطان نیز هم

از سوي دیگـر مبـارزه بـا    . شودشناخته می  H. pyloriعفونت 
نت همواره با مشکلاتی همراه بوده است، بـه خصـوص   این عفو

هـاي دفـاعی   که سیسـتم ایمنـی بـدن نیـز بـه علـت مکـانیزم       
H.pylori    در برابر این بیماري فاقد کارایی لازم اسـت و حتـی

زایـی بـاکتري قـرار    اي در خدمت بیماريهاي ویژهطی مکانیزم
ل تلیـا گرفته و سبب تسهیل اتصال باکتري و تخریب بافت اپی

 هـاي اخیـر حـاکی از مقاومـت    همچنـین بررسـی  . )1(شود می
بیـوتیکی اسـت   هاي آنتـی به درمان H. pyloriگستردة عفونت 

گیري هــاي اخیــر در جهــت بــه کــاربــدین ســبب رویکرد ).4(
     نـوین بـراي مقابلـه بـا ایـن عفونـت        هـاي اختصاصـی و  درمان

 H.pyloriآز بـاکتري  باشد کـه در ایـن میـان پـروتئین اوره    می
هـاي اختصاصـی   بـادي هدف بالقوه مناسبی بـراي تولیـد آنتـی   

ترین ترکیب آز مهماوره. تبار به این منظور استچندتبار یا تک
ژن مهم جهـت  است و به عنوان یک آنتی  H. pyloriپروتئینی 

این آنزیم بـا هیـدرولیز   . شودتشخیص این باکتري شناخته می
ثـی کننـدة اسـید معـده،     اوره و ایجاد آمونیـاك بـه عنـوان خن   

اسیدي معده فـراهم   pHشرایط را براي ادامه حیات باکتري در 
به علاوه هیدروکسید آمونیوم تولید شده توسـط ایـن    ،کندمی

. )5(اي دارد هـاي میزبـان نقـش عمـده    آنزیم در تخریب بافـت 
هـاي  از مولکـول  H. pyloriهمچنین نشان داده شده است که 

MHC class II  تلیـال  هاي اپیگیرنده در سطح سلولبه عنوان
در  کنش موجب بروز آپوپتـوز کند و این میانمعده استفاده می

آز بـاکتري  گردد که این عمـل بـه واسـطۀ اوره   ها میلاین سلو
آز سـبب تحریـک   اوره ،عـلاوه بـر ایـن   . )6(پـذیرد  صورت مـی 

شود که سبب ایجـاد  ماکروفاژها براي ترشح اکسید نیتریک می
و ایـن امـر بـه تخریـب بافـت       )7(گردد اي التهابی میهواسطه

گیري سیسـتم  هاي به کـار تلیال کمک کرده و یکی از مثالاپی
آز هاي مهم اورهنقش با توجه به. باشدایمنی توسط باکتري می

، این آنـزیم بـه عنـوان یـک      H. pyloriزایی و بقاي در بیماري
اده از هدف مهم براي درمـان هـاي اختصاصـی همچـون اسـتف     

  .شودقلمداد می هاباديآنتی

ژنیک حفاظت بخـش ایـن   هاي آنتیتاکنون بسیاري از پروتئین
مشـخص   UreC ،HpaA ،FlaA ،CagA ،VacAبـاکتري نظیـر   

 UreCژنیـک،  هـاي آنتـی  در میان این پروتئین. )8(شده است 
هـاي  آز است که توسط اغلب سوشیکی از چهار زیر واحد اوره

  شـود و ثابـت شـده اسـت کـه      بیـان مـی    H. pyloriجدا شده 
هـاي شـناخته شـده    ژن بـین تمـام پـروتئین   تـرین آنتـی  قوي

H.pylori ژن . )9(باشد میureC  جفت بـاز  مسـئول    1710با
، داراي توالی بسیار UreCاسید آمینۀ پروتئین  569رمزگذاري 

هـاي  شـباهت در سـوش   درصـد  95اي با حـدود  حفاظت شده
   ایــن اطلاعــات مشــخص . )10(باشــد مــی H. pylori مختلــف

کاندید مناسبی براي تهیـه واکسـن یـا     تواندمی UreCکند می
چنـین  هـم . باشـد  H. pyloriهاي اختصاصی بر علیه باديآنتی

ژنیـک در  کـه دو شـاخص مهـم آنتـی    انـد  دادهمطالعات نشان 
انتهاي کربوکسیلی این زیر واحد قرار گرفته است که به همین 

بـراي   3‘ایـن مطالعـه ایـن ناحیـه از ژن در انتهـاي       منظور در
  . همسانه سازي انتخاب شد

و تولیـد   UreCcهدف از این مطالعه، تهیۀ پـروتئین نوترکیـب   
IgY   است تا در مطالعات بعدي براي پیشگیري یا ایمونـوتراپی

 3‘به این  منظور پس از تکثیر ناحیـه   .مورد استفاده قرار گیرد
به pET28a  و انتقال آن روي ناقل  bp 698به طول  ureCژن 

عنوان یک سامانۀ بیانی پروکـاریوتی مناسـب، و القـاء سـازوارة     
، پـروتئین نوترکیـب   Bl21DE3سـوش   E.coliژنی به میزبـان  

اي هفتـه  25بیان شد و پس از تخلـیص بـه مـرغ لـگ هـورن      
هاي یاداور و اطمینـان از ایمـن   پس از انجام تزریق .تزریق شد
 IgYا با انجـام الایـزا، از زرده تخـم مـرغ تخلـیص      هشدن مرغ

سازي آنزیم صورت گرفت و پس از آن با الایزا و سنجش خنثی
     .آز مورد ارزیابی قرار گرفتاوره
  

  مواد و روشها
ــاکتري  ــی  H. pylori ب ــار ایران ــک بیم  )11(جــدا شــده از ی

آزمایشگاه میکروب شناسی دانشکدة علوم پایه دانشگاه تهران، (
تأییـد شـده بـا تسـت هـاي      ) تر فریده سیاوشی و همکاراندک

 PBS )Phosphatبیوشیمیایی و مولکولی پس از کشت در بافر 

buffered saline( آوري و بـه آزمایشـگاه منتقـل    ها جمعسلول
) ، ایالات متحدة آمریکـا pET28a )Novageneپلاسمید . شدند

ــاکتري  ــوش  E. coliو ب ــالات BL21DE3 )Novageneس ، ای
به عنوان سیستم بیـانی پروکـاریوتی و میزبـان    ) متحدة آمریکا

 PCRطراحی شده براي  يآغازگرها .مورد استفاده قرار گرفتند
، Taqهـاي  و آنـزیم ) Cinnageneشـرکت  (سفارش داده شدند 
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 25/ انو همکار حسین بصیري                                                                                                             91بهار     1 شماره   22 دوره

Pfu ،T4 DNA ligase  و آنــزیم هــاي محــدود الاثــر SalI  و
EcoRI )Fermentasــان ــدند ) ، آلم ــداري ش ــز خری ــ. نی ت کی

ن توالی همسانه ها نیـز تهیـه شـد    از ژل و تعیی DNAتخلیص 
شرکت ( Ni-NTAستون میل ترکیبی ). کره Bioneerشرکت (

Qiagen  (ادجوانــت نــاقص و کامــل فرونــد از . خریــداري شــد
 Anti IgY کلونـال بـادي پلـی  از آنتـی . موسسۀ رازي تهیه شـد 
  عنــوان ه بــ) HRP(آنــزیم پروکســیداز  خرگوشــی کونژوگــه بــا

مـرغ  .اسـتفاده شـد    ELISAبادي اختصاصی جهت انجـام  آنتی
از دانشـکدة دامپزشـکی    Leghorn High Sexگـذار نـژاد   تخـم 

 .دانشگاه تهران تهیه شد
جـدا شـده از یـک بیمـار      H. pylori ،الگو DNAتخلیص براي 

ایرانی پس از کشت روي محیط بروسلا آگار غنی شده با سـرم  
هاي وانکومایسین، تریمتوپریم، بیوتیکگوسفندي و حاوي آنتی

آوري شده و در ،  با لوپ جمعBمیکسین و پلی Bآمفوتریسین 
دوباره حل شد و تا قبل از تخلیص ژنـوم در یخچـال    PBSبافر 
 DNAبه منظور تخلـیص  . نگهداري شدگراد درجه سانتی -20

ــاکتري  ــک، ب ــاي جژنومی ــت در  ه ــده از روي پلی ــع ش  567م
میکرولیتـر   3 حـل شـده و  ) TE )Tris- EDTAلیتر بافر میکرو

 Kتئینـاز  وپر لیترمیکرو 3درصد و  10سدیم دودسیل سولفات 
ــی 20( ــی میل ــرم در میل ــرگ ــر  میکرو 1و ) لیت   RNase )2لیت

 ساعت در 1 به آن اضافه شد و به مدت) لیترگرم در میلیمیلی
لیتـر   میکرو 100در ادامـه  . نگهداري شـد گراد درجه سانتی 37

NaCl 5 محلـول   لیتـر میکرو 80ولار و مCTAB/Nacl   بـه آن
قـرار   گـراد درجه سانتی 65 دقیقه در 10اضافه شده و به مدت 

ــت ــروت. گرف ــل  ینئپ ــا روش فن ــا ب ــرم-ه ــا  DNAو  کلروف ب
  .)12(ایزوپروپانول رسوب داده شد 

بــراي طراحــی  ،آزاوره  Cژن زیــر واحـد  3'انتهــاي  تکثیـر در 
) AB090088: شماره کـد ( H. pylori J99پرایمرها از اطلاعات 

 huCcRو برگشت  huCcFتوالی پرایمرهاي رفت : استفاده شد
کـه داراي   CGCATTCGGGATCCGACAبه ترتیب شـامل 

ــدودالاثر   ــزیم محـــ ــایی آنـــ ــاه شناســـ ) BamHI(جایگـــ
ــه  AAAGATAGAAAACAGTT GTCGACGTAGCو ک

. باشـند مـی ) SalI(داراي جایگاه شناسـایی آنـزیم محـدودالاثر    
 L/mol5/2حـاوي   µl 30مـراز  واکنش زنجیرة پلی حجم نهایی

بــا  MgCl2از هریــک از پرایمرهـا،   dNTP ،L/nmol150از هـر  
الگــو و  ng100 DNAپلیمــراز،  L /mol 5 ،U5/2 Taqت ظــغل

1X PCR مـراز بـراي   پارامترهاي واکنش زنجیرة پلـی . بافر بود
 گـراد درجه سانتی 94 شامل واسرشته اولیه در ureCتکثیر ژن 

اي شامل واسرشته شدن مرحله 3چرخۀ  30دقیقه،  5 ه مدتب
دقیقـه، چسـبیدن    1بـه مـدت    گراددرجه سانتی 94 در دماي

ثانیـه و   30بـه مـدت    گراددرجه سانتی 5/52 پرایمر در دماي
 5/1بـه مـدت    گـراد درجه سـانتی  72 مریزاسیون در دمايپلی

درجـه   72مریزاسیون نهـایی در دمـاي   دقیقه، و در نهایت پلی
جهـت جلـوگیري    ،در ادامه. دقیقه بودند 5به مدت  گرادسانتی

مـراز   از بروز جهش در قطعۀ تکثیر شده، واکـنش زنجیـرة پلـی   
در ادامه نتایج واکـنش  . مراز نیز انجام شدپلی Pfuفوق با آنزیم 

ت ظ ـروي ژل آگـاروز بـا غل   مراز پس از الکتروفـورز زنجیرة پلی
L/g 10 یوم برمایـد آمیزي با اتیدو رنگ )EtBr (   زیـر نـورUV 

 bp 698اندازة مـورد انتظـار قطعـۀ تکثیـر شـده      . مشاهده شد
پس از بارگـذاري محصـول واکـنش روي ژل آگـاروز بـا      . است

از ژل آگـاروز،   DNAدماي پایین و استفاده از کیـت تخلـیص   
  . قطعۀ مورد نظر تخلیص شد

 یدپلاسـم ، rUreCcساخت سازوارة مولکولی ژن کد کننـدة  در 
pET28a   ــدة ــیص شـ ــول تخلـ ــزیم  PCRو محصـ ــا دو آنـ بـ

و  گـراد درجه سـانتی  37 در دماي BamHIو  SalIمحدودالاثر 
سـاعت بـه صـورت جداگانـه هضـم شـدند، سـپس         3به مدت 

ــایین   ــا دمــاي پ محصــولات هضــم آنزیمــی روي ژل آگــاروز ب
از ژل  DNAبارگــذاري شــده و بــا اســتفاده از کیــت تخلــیص 

بـراي انجـام واکـنش    . نظر تخلیص شـدند آگاروز، قطعات مورد 
از قطعـۀ   ng  100حـاوي  µl 12الحاق، واکنشی با حجم نهایی 

 T4 آنـزیم   U2از پلاسمید هضـم شـده و    ng  80مورد نظر و 

DNA ligase     1و بافر آنزیم بـا غلضـت نهـاییX  12 در دمـاي 
محصول واکـنش  . ساعت انجام شد 4به مدت گراددرجه سانتی

بـا روش شـک     BL21DE3سـوش   E. coli  الحاق به بـاکتري 
هاي حاصل روي محـیط  حراتی القاء شدند و غربالگري همسانه

LB  آگار حاويml/µg 70   بـه منظـور   . کانامایسین انجـام شـد
هاي غربال شـده در  سازي، پس از کشت همسانهتأیید همسانه

کانامایسـین، تخلـیص    ml/µg 70آبگوشتی حـاوي   LBمحیط 
سـپس بـا انجـام     ).12(ز قلیایی انجام شـد  پلاسمید با روش لی

هضم آنزیمی قرار گرفتن قطعه در ناقل پلاسمیدي تأییـد و در  
سـازي  ها، صحت همسانهنهایت با انجام تعیین توالی از همسانه

 pET 28a-ureCc E.coli سیستم بیانی ساخته شده. تأیید شد

BL21DE3 گذاري شدنام.  
 pET 28a-ureCc E.coli ،بیان پروتئین نوترکیب هـدف براي 

BL21DE3  در محــــیطLB  ــاوي  µl/µg 60آبگوشــــتی حــ
در شیکر انکوباتور با  گراددرجه سانتی 37 کانامایسین در دماي

rpm 200       هوادهی، کشـت داده شـدند و پـس از رسـیدن بـه
نانومتر با ایزوپروپیـل تیـو    600در طول موج  5/0جذب نوري 

القــاء و در  mM 7/0بــا غلظـت   IPTG)(دي گالاکتوزیـد   -بتـا 
ســاعت در شــیکر  4بــه مــدت  گــراددرجــه ســانتی 37 دمــاي
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ها با در ادامه سلول. هوادهی انکوبه شدند rpm 200انکوباتور با 

آوري دقیقـه جمـع   10به مدت  rpm 6000سانتریفیوژ در دور 
  .مورد بررسی قرار گرفتند SDS-PAGEشدند و نتایج با 

آوري باکتریایی جمـع  رسوب، تخلیص پروتئین نوترکیبجهت 
این محلـول  ( pH=8با  Bشده از مرحلۀ قبل در بافر لیز کننده 

ــاوي   mM8 Urea و mM10Trisو  mM100 NaH2PO4 حـ
استفاده از دستگاه اولتراسونیک بـا   دوباره حل شده و  با) است

سـیکل   6در  5/0درصد و آمپیلافیکاسیون  75قدرت رزونانس 
هـاي  سـلول  ،در ادامـه . ندلیز شدها اي و در یخ سلولثانیه 30

 4 دقیقه در سانتریفوژ یخچال دار با دماي 30لیزشده به مدت 
سپس . ندسانتریفوژ شد rpm8500و سرعت   گراددرجه سانتی

رسوب از محلول رویی جدا شده و در بـافر لیـز کننـده حـاوي     
مورد  SDS-PAGE مولار به خوبی حل شد و هر کدام با 8اوره 

در ادامه پروتئین نوترکیب هدف با کمـک  . فتندبررسی قرار گر
پـس از شستشـو بـا بافرهـاي      Ni-NTAستون میـل ترکیبـی   

 و بافر فروشـویی  pH=9/5با D و  pH=3/6با  Cشستشو دهندة 
E  5/4با=pH )  ترکیب همۀ بافرهاي ذکر شده شبیه به بـافرB 

 تخلیص شد و نتـایج بـا  ) آنها تنظیم شده است pHبوده و تنها 
SDS-PAGE    ت ظــمـورد بررســی قـرار گرفــت و در نهایـت غل

  .پروتئین با روش برادفورد تخمین زده شد
 25قطعـه مـرغ    15، سـازي مـرغ و ارزیـابی ایمنـی    ایمنبراي 
اي نژاد لگ هورن سفید بـه صـورت زیرجلـدي در ناحیـه     هفته

بـا حجـم   ) µg200(سینه با پروتئین نوترکیـب تخلـیص شـده    
ایمـن سـازي   ) مؤسسـه رازي ( ناقص فروند مساوي از ادجوانت

سه یادآور با همان مقدار پروتئین و ادجوانت نـاقص بـه   . شدند
ترتیب با فاصلۀ زمانی سه، پنج و هفت هفته پس از تزریق اول، 

پس از تکمیل دورة ایمیونیزاسیون به منظور تأییـد  . تزریق شد
گیـري انجـام شـد و پـس از     هـا، از آنهـا خـون   سازي مرغایمن
 96هـاي  غیرمستقیم در پلیت ELISAسنجش  سازي سرمجدا

درهـر  ( rUreCcو  rUreCچاهکی کـه بـا پـروتئین نوترکیـب     
پــس از . پوشــش داده شــده بودنــد، انجــام شــد) µg2چاهــک 

ــین   ــا ژلات ــگ ب ــزودن  % w/v(3(بلاکین ــا اف ــت  µl100ب از رق
و کنترل به چاهـک اول، تـا    هاي ایمن شدهسرم مرغ 1:1000

پس از شستشـو بـا   . ها تهیه شدرقتسریالی از  1:64000رقت 
PBS-T )PBS + 0.05 Tween(ــه ، ک   خرگوشــی ضــد ونژوگ

هـا افـزوده شـد و    به چاهک 1:30000بادي مرغی با رقت آنتی
ها افزوده و بعـد از  به چاهک H2O2و  OPDسپس سوبستراي 

دقیقه، پس از مهار واکنش بـا اسـید سـولفوریک، در     15تا  10
خوانده  ELISAگر شدت رنگ با قرائت، نانومتر 492 طول موج

 ـ ها، تخم مـرغ پس از اطمینان از ایمنی مرغ .شد صـورت  ه هـا ب

 گراددرجه سانتی 4 آوري و در دمايماه جمع 2مدت ه روزانه ب
  .نگهداري شدند

هـاي  ابتـدا زرده ، IgY-HpUcجداسـازي و تخلـیص   به منظـور  
مقطـر  تخم مرغ از سفیدة تخم مرغ جداشده و به خوبی بـا آب  

 وشـد  پـاره   کیسۀ زردهبه این صورت که ، ندشستشو داده شد
به آن  سپس دو برابر حجم زرده،. محتویات آن با دقت جدا شد

افزوده شد و  )=mM100 ،6/7 pHسدیم فسفات (بافر فسفات 
پـودر  % w/v (5/3( ،به مخلـوط . سپس به خوبی مخلوط گردید

PEG تـا   10بعد از  .افزوده و با کمک استیرر به خوبی حل شد
ــانتریفیوژ    15 ــیله س ــه وس ــه ب ــه در  30(دقیق ) g4420دقیق

ها  از محلول رویی جدا شد و سپس محلول رویـی  لیپوپروتئین
، از )1واتمـن شـمارة   ( با کمـک فیلتراسـیون بـا کاغـذ صـافی     

 PEGدر مرحلۀ بعد با افـزودن  . باقیماندة لیپید ها عاري گردید
 پس از حل شدن کامـل  .رسید% w/v (12( غلظت نهایی آن به

PEG  ــد ــانتریفیوژ ش ــول س ــه در  10(، محل و ) g12000دقیق
هم حجم، حجم بدسـت آمـده   (رسوب در بافر فسفات حل شد 

اضـافه   PEGبه آن %  w/v(12(و دوباره ) از مرحلۀ فیلتراسیون
دقیقـه، محلـول    20تـا   15بعـد از   .شده و به خوبی حـل شـد  

محلول رویـی  ). g12000دقیقه در  10( دوباره سانتریفیوژ شد
گلیسـرول  % 60دور ریخته شد و رسوب در بافر فسفات حاوي 
در  حـل شـد و   با حجمی معادل حجـم اولیـۀ زردة تخـم مـرغ    

  .)13( نگهداري شد گراددرجه سانتی -20 دماي
بـر   IgY-HpUcبـادي  دهـی آنتـی  واکـنش  براي سنجش قدرت

ــر واحــد  علیــه ــزیم اوره آز  UreCزی  ELISAاز  ،H. pyloriآن
 چاهکی که بـا پـروتین نوترکیـب    96هاي غیرمستقیم در پلیت

UreC ) درهر چاهکµg2 (  سـتفاده  پوشش داده شـده بودنـد، ا
از  µl100بـا افـزودن   % w/v(3(پس از بلاکینگ با ژلاتین . شد

بـادي کنتـرل بـه    و آنتـی  IgY-HpUc بـادي آنتـی  1:100رقت 
ه شد و پس ها تهیسریالی از رقت 1:6400چاهک اول، تا رقت 

بـه   1:30000بادي مرغی با رقت ضد آنتیونژوگه از شستشو، ک
بـه   H2O2و  OPDها افـزوده شـد و سـپس سوبسـتراي     چاهک
 پس از مهار واکـنش  دقیقه، 15تا  10ها افزوده و بعد از چاهک

 ، شـدت نـور بـا    nm492با اسـید سـولفوریک، در طـول مـوج     
   . خوانده شد ELISAگر قرائت

  
  هایافته

بـا آنـزیم    rUreCcقطعه کد کننده  PCR محصول  1شکل  در
مــراز بــا انــدازة مــورد انتظــار پلــی Pfuمــراز و پلــی Taqهـاي  

)bp698 (نشان داده شده است. 
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 .bp 698به طول  rUreCcقطعه کد کننده  PCRمحصول  - 1شکل 
 Taqبا آنزیم  ureCژن  3' پایانۀقطعۀ  PCR، محصول 1ستون 

با  ureCژن  3'پایانۀقطعۀ  PCR، محصول 2پلیمراز و ستون 
  .دهدرا نشان می DNA ، نشانۀ اندازة مولکولیMوستون  Pfuآنزیم

  
همسانه شده و  rUreCcتوالی نوکلئوتیدي قطعه کد کننده 

نشان داده شده  2زنجیرة پلی پپتیدي مربوط به آن در شکل 
  .است

  

  
  

.  SDS-PAGEهاي نوترکیب به کمک بررسی بیان ژن -3شکل 
به ترتیب نمونه قبل از القاء، نمونه حاوي : 3و 2، 1هاي ستون

پروتئین هاي محلول و نمونه حاوي پروتئین هاي نامحلول حاصل از 
  .rUreCcبیان 

  
 L /mol با غلظـت  IPTG)(دي گالاکتوزید  -ایزوپروپیل تیو بتا

 pET 28a-ureC توانست به صورت کارامد سیستم بیانی  7/0

E.coli BL21DE3بخش اعظم محصول ). 3شکل ( را القاء کند

 
  

 . pET28aهمسانه سازي شده بر روي حامل   ureCcنتیجۀ تعیین توالی قطعۀ - 2شکل 
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که نشـان   در رسوب پس از لیز سلولی مشاهده شد ureCبیان 

و تقریباً  دهد پروتئین بیانی تشکیل اجسام نامحلول را دادهمی
  .ها سلول باکتریایی را به خود اختصاص دادکل پروتئین 35%

  

  
میل  با ستون UreCcبررسی تخلیص پروتئین نوترکیب  - 4شکل 

،  Mستون . درصد SDS-PAGE 10روي ژل  Ni-NTAترکیبی 
، نمونه بیان پروتئین قبل از 1نشانۀ اندازه مولکولی پروتئین، ستون 

، نمونۀ خروجی ستون پس از بارگذاري محلول 2تخلیص، ستون 
، نمونۀ خروجی ستون پس از 3حاوي پروتئین نوترکیب، ستون 

، نمونۀ خروجی  5و  4ن ستو. شستشو با بافرهاي شستشو دهنده
  .Eستون پس از فروشویی  با بافر 

  

  
-SDSروي ژل  IgY-HpUc باديبررسی تخلیص آنتی -5شکل 

PAGE 12 ستون . ٭درصدM  ،نشانۀ اندازه مولکولی پروتئین ،
، 2، نمونۀ مربوط به زردة تخم مرغ قبل از تخلیص، ستون1ستون 

تخلیص  IgY-HpUc، نمونۀ 3تخلیص شده و IgGنمونۀ مربوط به 
مرکاپتو  -2فاقد )  sample buffer(در این ژل بافر نمونه:٭. شده

  .اتانل می باشد

صـورت اجسـام   ه ب rUreCcبا توجه به اینکه پروتئین نوترکیب 
شد، بنابراین تخلیص آن در شرایط دنـاتوره،  نامحلول تولید می

طـور کـه    همان. طبق دستور العمل کیت کیاژن صورت گرفت
گردد، پروتئین پس از شستشو و حـذف  مشاهده می 4در شکل
اختصاصـی، بـا خلـوص قابـل قبـولی پـس از       هاي غیرپروتئین

  .استحصال شد Eفروشویی با بافر 

  
به وسیله  rUreCcتیتراسیون سرم مرغ هاي ایمن شده با  - 1نمودار 

هاي مختلف از سرم این نمودار نتایج الایزاي رقت. الایزا غیر مستقیم
  .دهدعلیه این پروتئین، نشان می را UreCcایمن شده با  هايمرغ

  

  
به  rUreCcبادي مرغی ضد بررسی فعالیت محصول آنتی -2 نمودار

بادي مرغی این نمودار نتایج الایزاي آنتی. وسیله الایزا غیر مستقیم
  .دهدرا نشان می rUreCcعلیه پروتئین  rUreCcضد 

  
هـاي ایمـن   یم سرم مـرغ غیر مستق ELISAنتیجۀ  1درنمودار 

همانطور . شودمشاهده می rUreCcشده علیه پروئین نوترکیب 
هـا نسـبت بـه    سطح ایمنی مرغ مشخص است 1که در نمودار 

  .به خوبی افزایش یافته است rUreCcپروتئین نوترکیب 
تخلـیص   IgY-HpUcبادي ژل مربوط به آنالیز آنتی 5در شکل 

طـور   همـان . شودیمشاهده م% SDS-PAGE 9شده روي ژل 
بادي بـا خلـوص بـالایی    گردد، آنتیمشاهده می 5 که در شکل

بـادي بـه   پس از اطمینان از خلوص آنتی. استحصال شده است
انجـام   ELISAبـادي سـنجش   دهی آنتیمنظور بررسی واکنش

-IgYبـادي  غیرمستقیم آنتـی  ELISAنتیجۀ  2نمودار  در .شد
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HpUc  تخلیص شده علیه پروئین نوترکیـب rUreCc   مشـاهده
بـادي  آنتـی  مشخص است 2طور که در نمودار  همان. گرددمی

IgY-HpUc   تخلـیص شــده، پــروتئین نوترکیــبrUreC  را بــه
   چنـین در مقایسـه بـا توانـایی     هـم . کنـد خوبی شناسـایی مـی  

بـادي توانـایی   ، این آنتیCبادي علیه قطعه کلی زیر واحد آنتی
  ).3 ودارنم(دارد  rUreCخوبی در شناسایی 

  
.  UreCها در شناسایی پروتئین سرممقایسه کارایی آنتی -3 رنمودا

هاي ایمن هاي مختلف از سرم مرغاین نمودار نتایج الایزاي رقت
، rUreCرا، علیه پروتئین  rUreCcو  rUreCشده با پروتئین هاي 

  .دهدنشان می
  

  بحث
 ســیلین وبیوتیــک آموکســیشــامل دو آنتــی گانــهدرمــان ســه

کلاریترومایسین و یک مهار کنندة پمپ پروتونی به مدت یـک  
در  H. pyloriهفته بـه عنـوان درمـان منتخـب بـراي عفونـت       

ها و مجامع عمـومی پیشـنهاد شـده اسـت     بسیاري از کنفرانس
بـا دلایـل   مـوارد  غلـب  در ابا این حال، این نـوع درمـان   . )14(

بـراي   ترین دلیـل مهم. )15( دوشمیمختلفی منجر به شکست 
بـه یکـی از    H.pyloriمقاومـت   ،عدم کارایی این نحوة درمـان 

بـا اسـتفاده از    H.pyloriدرمـان عفونـت   . ها اسـت بیوتیکآنتی
تواند داراي مزایاي زیادي به دلیل هاي اختصاصی میباديآنتی

جلو گیري از چسبیدن آن بـه   و H.pyloriشناسایی اختصاصی 
تحقیقـات  . )16(باشـد   تلیال سیستم گوارش انسانسطوح اپی

هـاي تحقیقـاتی بـا اسـتفاده از     اخیر در بسـیاري از آزمایشـگاه  
هـاي  ژنسازي با آنتـی دهد که ایمننشان می هاي حیوانیمدل

 H.pyloriتوانــد در برابــر عفونــت طبیعــی و یــا نوترکیــب مــی
زردة تخـم   IgYاستفادة خوراکی از  .)17(حفاظت بخش باشد 

قـین بـر علیـه عوامـل بسـیاري از      مرغ توسط بسـیاري از محق 
، )E.coli )18انتروتوکســیژنیک  هــاي گوارشــی مثــلبیمــاري

بـا   )20(و سـودوموناس آئروژنـزا    )19(هاي انسـانی  روتاویروس
گزینـی  چنـین لانـه  هـم  IgY. موفقیت به کار گرفته شده است

کنـد،  هـا مهـار مـی   استرپتوکوکوس موتـانس را درروي دنـدان  

هاي دندانی در انسان ممانعت به عمل كبنابراین از تشکیل پلا
که زردة تخم مرغ حاصل  انددادهمطالعات نشان  .)21(آورد می

بادي اسـت کـه   هاي ایمن شده حاوي مقدار زیادي آنتیاز مرغ
کـه از نظــر   باشـند ژن مـی قادربـه شناسـایی اختصاصـی آنتــی   

 شـاین و همکـاران   . )22( اقتصادي نیز مقرون بـه صـرفه اسـت   
) ml/egg15(از زردة تخم مـرغ  لیتر میلی 1 که اندد کردهبراور

 250هـر مـرغ   . باشـد مـی  mg4/9 )mg/egg141( IgYحاوي 
گــذارد، مــی) زردة تخــم مــرغ ml4000(تخــم مــرغ در ســال 

اخیـراً   ).23( کنـد تولید می g40IgYبنابراین یک مرغ سالیانه 
 ـ H.pylori ضـد  IgYتأثیر  شاین و همکاران دسـت آمـده از   ه ب

هاي ایمـن شـده بـا عصـارة لیـز سـلولی ایـن بـاکتري در         مرغ
 H.pyloriکه آلوده به ) Mongolian gerbil(مونگولین جربیل 

 H.pyloriضـد   IgYدر ایـن مطالعـه   . نـد را گـزارش کرد  است
که توسط این باکتري  موجب کاهش التهاب لایۀ مخاطی معده

ن میزان میزان التهاب با تعییاز طرفی . دیگرد، شودتحریک می
.  )24(هـا مشـخص شـد    هاي بافتی و نفوذ نوتروفیـل لنفوسیت

هاي ایمن شـده  هاي حاصل از مرغIgYآنها همچنین انواعی از 
 IgYاگر . )25(را تهیه کردند  H.pyloriهاي مختلف با پروتئین

داراي تأثیر اختصاصی نباشد، هیچ مهاري در رشد بـاکتري رخ  
کـه در آنهـا از مـدل جربیـل     با توجه به آزمایشـاتی  . دهدنمی

صـدمات   IgYکـه   استفاده شده بود، به وضـوح مشـخص شـد   
  را کــاهش  H.pyloriسـطوح مخــاطی معــده ناشـی از عفونــت   

کـه بـه صـورت خـوراکی      IgYدهد، بنابراین ارزش درمانی می
هاي آزمایشـگاهی مثـل جربیـل، بـه     شود، در مدلاستفاده می

دلایـل متقاعـد کننـدة    . دباش ـها مـی دلیل توانایی مهار باکتري
هـا در مهـار   بیشتر در حمایت از اختصاصیت ایـن آنتـی بـادي   

شـود کـه بـا    حاصـل مـی   AGSهاي به سلول H.pyloriاتصال 
اگر چـه  . تأیید شده است) SEM(میکروسکوپ الکترونی نگاره 

ممانعـت   H.pyloriاز لانـه گزینـی    IgYمکانیسمی کـه در آن  
دهنـد  ست، نتایج نشـان مـی  تا به حال مشخص نشده ا کندمی
توانـد خصوصـیات مربـوط بـه قـدرت چسـبندگی       می IgYکه 

H.pylori ــت اوره . را مهــار کنــد ــین مهــار فعالی ــاط ب آز و ارتب
مطالعـات  . خصوصیات مربوط به چسبندگی باید مشخص شود

 آزد کـه کـل آنـزیم اوره   ن ـدههاي حیـوانی نشـان مـی   در مدل
H.pylori  کنـد و احتمـالاً در   د نمـی احتمالاً ایمنی کافی ایجـا

، با ایـن حـال  . )26( ودرچنین حالتی فعالیت آنزیم از بین نمی
IgY          تولید شـده بـا اسـتفاده از عصـارة لیـز سـلولی، بـا دیگـر

شـوند،  هایی که به طـور معمـول در انسـان یافـت مـی     باکتري
هـایی  ژنبنابراین نیازمند آنتی. )27(دهد تقاطعی میمواکنش 

قدرت ایمنوژنسیتۀ بـالا بـراي کـاهش عـوارض      با H.pyloriاز 
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 H.pyloriآز اگـر اوره . باشـیم جانبی و افزایش اختصاصیت مـی 

 هاي مؤثر باشد، بهتر استیک هدف درست براي ایجاد واکسن
آز را خنثـی  هایی کـه فعالیـت آنـزیم اوره   باديبراي تولید آنتی

ت، مـا  بر اساس ایـن واقعی ـ . کنند، مورد استفاده قرار گیرندمی
واحـد  تـري بـر علیـه زیر   بادي اختصاصـی تلاش کردیم تا آنتی

UreC صورت اختصاصـی  ه آز تولید کنیم که بتواند بآنزیم اوره
ایمـن   ،در این مطالعه. هاي دفاعی بدن را تحریک کندمکانیسم

تخلیص شده منجر به  UreCها با پروتئین نوترکیب سازي مرغ
 ،شـد  در زردة تخـم مـرغ   بـادي تولید مقدار قابل توجهی آنتـی 

تغییرات . ها تأ ثیر داشته باشدگذاري مرغبدون اینکه روي تخم
بـه  . )27(در تولید آنتی بادي نیز شبیه به گزارشات قبلی بـود  

در مواد غذایی یا دارویی براي درمان  IgYمنظور کاربرد عملی 
در مقابل گرما، اسید و پپسین  IgY، پایداري H.pyloriعفونت 

بـادي بـا روش   گیـري میـزان فعالیـت باقیمانـدة آنتـی     ازهبا اند
ELISA  ــت ــرار گرف ــورد بررســی ق ــک. م ــاظ ایمونولوژی     از لح

IgY-Hp دقیقـه فعـال    10بـه مـدت   گراد درجه سانتی 60 در
که این موضوع امکان پاستوریزاسیون بـه منظـور    ماندباقی می

ســازي غنــی. کنــداســتریل کــردن محصــولات را مطــرح مــی 
ت غذایی بـا ایـن ایمنوگلوبـولین، در کنارمقـدار زیـاد      محصولا

تواند به طور قابل توجهی آلودگی بـا  می IgYتولید و اثرپذیري 
H.pylori را کاهش دهد .Horie نشان دادنـد کـه   ش و همکاران

هـاي زردة تخـم مـرغ    بادياستفاده از نوشیدنی دوغ که با آنتی
زاي رین عوامل بیماريتآز، به عنوان یکی از مهمعلیه آنزیم اوره

H.pylori، تواند به طور مؤثري عفونت با ایـن  می غنی شده بود
 . )27( باکتري را کاهش دهد

تهیه شده از مرغ لگ هورن   IgYدهد که این مطالعه نشان می
آز آنزیم اوره Cسفید ایمن شده با انتهاي کربوکسیلی زیر واحد 

ایـن   Cواحـد  کل زیرتهیه شده بر علیه  IgYتواند به خوبی می
در سنجش   UreC، در شناسایی پروتئین نوترکیب )26(آنزیم 

الیزا توانمند باشد و همچنین تیتر این آنتی بادي بـا توجـه بـه    
توانایی شناسـایی آنتـی ژن نوترکیـب را     8000/1اینکه در رقت 

دهنده وجود  این نتایج با مطالعاتی که نشان. باشد، بالا میددار
 Cژنیک غالب در انتهاي کربوکسیلی زیرواحد یهاي آنتشاخص

در پایان، نتایج مثبت ). 27( باشند سازگار استآز میآنزیم اوره
هـاي ایمـن   حاصـل از مـرغ   IgYدهد که این مطالعه نشان می

ممکـن اســت روش   H.pyloriهـاي پروتئینـی   شـده بـا بخـش   
جدیدي براي کنترل عفونت بـا ایـن بـاکتري در انسـان ایجـاد      

ل بـراي اسـتفادة بـالینی حـل     یبعضی از مسا ،با این حال .کند
مانـدگاري  ، بـر انسـان   IgYتأثیر  ماند که شاملنشده باقی می

پس از قطع اسـتفاده و توانـایی از بـین بـردن یـک       IgYتأثیر 
  . باشدعفونت ایجاد شده، می

  
  تشکر و قدردانی 

بـه دلیـل   دانشـگاه شـاهد   بدین وسیله از دانشکده علـوم پایـه   
مایت مالی و ارائه امکانـات و تجهیـزات آژمایشـگاهی جهـت     ح

انجام این پژوهش در قالب پایـان نامـه دکتـري و خـانم دکتـر      
هاي سیاوشی و آقاي دکتر علی هاتف سلمانیان به دلیل حمایت

علمی و در اختیار قرار دادن سوش بـومی هلیکوبـاکتر پیلـوري    
  .گرددتشکر و قدردانی می
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