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  .)۳( ابتلا به سرطان معده شـناخته شـده اسـت          ک و يزخم پپت 
ــا ــاکتري ــوان عامــل ســرطان  بــهين ب   زا از طــرف ســازمان  عن

دگاه ي ـحاضـر از د  حـال  در ،شـده  يبهداشـت معرف ـ جهـاني  
 ـم  از مـرگ و  ياري، مـسوول بـس    يپزشک  ـهـا در دن  ري   ا اسـت ي

ن ي ا يشه کن يماران در ر  ي ب يي درمان چند دارو   ي  وهيش. )۴و  ۵(
 و  يـي وع مقاومـت دارو   يش ش ـ ياما افـزا   شدبا يعفونت موثر م  

ون يناسياکـس   لـزوم و  يکيوتيب يعفونت مجدد بعد از درمان آنت     
ن يهم ـ بـه . )۲( دهـد  يد قرار مي مورد تاکين باکتريه ا يرا بر عل  

 ييزا يماري عوامل بيي جهت شناسايا قات گستردهيمنظور تحق
 ي و سـاخت واکـسن     ي طراح ـ يها برا   آن ييزا يمني ا خواص و

  نييپــروت . در حــال انجــام اســتين بــاکتريــه ايــمناســب عل
HP-NAP )Neutrophil Activating Protein (ن يتــر از مهــم

 است کـه    ين باکتر ي شناخته شده در ا    ييزا يماريفاكتورهاي ب 
 يمـار يم بين علا يتکو  عفونت و  يريگ شکل  در ييسزا هنقش ب 

   يهــا هي ســوي ژن توسـط تمــام ين آنتــيــا. ردزبـان را دا يدر م
 ضد آن   يباد يحضور آنت  ان شده و  ي ب يلوريکوباکترپيهل ينيبال

 ـماران مبـتلا بـه عفونـت بـا ا      يدر سرم ب    ـ دليبـاکتر ن ي    بـر  لي
 يمـار يشتر در مراحـل حـاد ب   ي است چرا که ب    يماريوخامت ب 

 ـا مطالعات ساختار )۸-۶( باشد يحضور آن قابل مشاهده م     ن ي
ــروت ــروت ن شــباهت آن راييپ ــه پ ــده يهــا نييب    محافظــت کنن

DNA) DNA protecting protein()۹(متصل شونده   و
. )۱۰ و۱۱( دهـد  ينشان م) Ferritin like Protein(به آهن 

 يشگاهي ـط آزما يشرا ن در يين پروت يک متعدد ا  يولوژيخواص ب 
 ـا. د قرارگرفته اسـت   ييتا  و ي مورد بررس  ينيو بال  ن يين پـروت  ي
ن، بـه مخـاط معـده       يق اتصال بـه موس ـ    ي بوده و از طر    ييغشا

 آزاد يز سـلول ي پس از ل  HP-NAPاد  يبه احتمال ز  . چسبد يم
 يهـا  ال بـه بافـت    يلتي اپ يها گردد و به دنبال عبور از سلول       يم
 ـ با تحر،دهين رسيريز ) Mast cell( ماسـت  يهـا  ک سـلول ي

 )TNFα)Tumor Necrotic Factor Alphaد يساکن در محل و تول
  رين بــا تــاث  يـ ـعــلاوه بــر ا . ديـ ـنما يجــاد مـ ـ يالتهــاب ا

ــر رو ــا  تي مونوســيب   يد فاکتوربــافتيــش توليافــزا هــا ب

)Tissue Factor( وPAI2 )Plasminogen Activator Inhibitor-2( 
 ـ ترومبوتيها تين و فعال  يبريل ف يسرانجام تشک  ش يک را افـزا ي

 ـ دين رويبريب بارسوب فيترت نيبد دهد و  يم  ي بـاکتر ي وارهي
 ـنما ي م يريت شدن آن جلوگ   ياز فاگوس  عـلاوه بـرآن بـا       د و ي

 در محل يعات بافتيخروج ضا ن ويبري في هي از تجزيريجلوگ
 ت مـزمن و  ي گاسـتر  ،ده کـر  يري جلـوگ  يام بـافت  يالت عفونت از 

 ـنما يجاد م ي ا يجراحات بافت   ـا. دي ن سـبب تکامـل     يين پـروت  ي
 يهـا  ها به سلول   تيز مونوس يک نابالغ و تما   يتي دندر يها سلول
 ـتول  وMHC IIان ي ـشود و ب يک بالغ ميتيدندر  را IL-12د ي
 ـ مهـم ا   يها يژگيواز   .)۷( دهد يش م يها افزا  ن سلول يدر ا  ن ي
ل در مخـاط    ي نوتروف يها  سلول يجذب و فراخوان   ن در ييپروت

 ــ زان يــ م،بــوده ن عفونــت مــوثريتکـو  باشــد کــه در يمعـده م
مهاجرت . ها دارد   به شدت حضور آن    ي بستگ ي بافت يها بيآس
ها نه تنها  نينترلوکيد ايها به محل عفونت با تول      ليع نوتروف يسر
هـا بلکـه     لي ـشتر نوتروف يحضور ب  ي را برا  يکيط کموتاکت يشرا
 ـ نظييهـا  ر سـلول  ي سـا  يبرا هـا،   کيتيهـا، دنـدر   تير مونوس ـي

 ـCCL4  وCCL3د يق تول يها از طر   تيلنفوس  آورد ي فراهم م
ــومر  .)۸و ۱۲( ــکال مونـ ــ  وياشـ ــروتيدوازده وجهـ   نيي پـ

HP-NAPــا ــ تحريي توان ــک نوتروفي ــد بخـ ـي   ش ل را دارن
) H3) L69-L75 يهـا  کسيها، هل لي نوتروفي  ک کننده يتحر

  هـــا  ن آني بــ ـيل ارتبـــاط يـــو کو) H4) K89-E114 و
)H63-Thr68و Thr76-lys83 (ــ ــد يمــ  .)۹و ۱۲( باشــ

TLR2 ي اختصاص ي  رندهي گHP-NAP  سلول بوده  ي بر رو ، 
 ـيستم اي س ي بر رو  نيين پروت ي ا يمونومادولاتوريخواص ا   يمن

 با اتـصال بـه     Th1 به   Th2ها از    ر سمت پاسخ  يي تغ يبدن برا 
 ـرنده آغاز شـده و بـا تول       ين گ يا  ۲۳و   ۱۲ يهـا  نينترلـوک يد ا ي

  ابزارHP-NAP ها يژگين ويل ايدل هب. )۱۳( گردد يت ميريمد
 يهـا   واکـسن  يطراح ـتوانـد در     ي است که م   يد و مناسب  يجد

 ـب  کلـون و   ياسـتراتژ  .)۱۴و  ۱۵( د باشد يمناسب مف   ـ ي  يان آنت
  و ي جهت مطالعات سـاختار    ي راهکار مناسب  ينيي پروت يها ژن

 ـي م يهـا  ژن ي آنت يکيمونولوژيا  ـ  يکروب  خواسـتگاه  ي اسـت ول
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ت در   و تفـاو   G+C درصد   يها، تفاوت در محتوا    متفاوت ژن 
 مختلـف سـبب کـاهش    يهـا   مورد استفاده در سلول  يها کدن

 يوتي پروکـار  يهـا  ستميب در س  ي نوترک يها نييپروت انيبزان  يم
ش رو قرار گرفته، ياکنون پ  که هميراه کار مناسب. ده استيگرد

 ـا در. باشـد  ي ژن م  ينه ساز ياستفاده از به   ن روش کـدن کـد      ي
ک ژن بــــا منــــشا  يــــنــــه در يد آمي اســــي کننــــده

  (Codon usage)جي با کدن را (Heterologous)فاوتمت
ش يسبب افزا و ابدي ير مييد تغيزبان جديم نه دريد آميهمان اس

 ـ از ا  .گـردد  يان ژن هترولوگـوس م ـ    يب ن روش در مطالعـات     ي
 يوتيوکـار ي و   يوتي پروکـار  يهـا  زبـان يهـا در م     واکسن ي  هيته
ها در   ن روش ي کاربرد ا  .)۱۶و  ۱۷( استفاده شده است  ) ياهيگ(

ز مـورد  يها در صنعت ن ان انبوه آنيب ها و  مياصلاح عملکرد آنز  
 ـ .توجه قرار گرفته است   ينبود راه کار مناسب در مطالعات قبل

 در HP-NAPبين نوترکييان پروتير کم بيش مقاديجهت افزا
 ـاشر ي همچون باکترياني بيها زبانيم  ـ) E. coli( ياکليشي ا ي

 کاربرد ياز مشکلات جد) B. subtilis (سيلي سوبتلوسيباس
 ـ و تول  ييزا يمنيمطالعات ا  ن در يين پروت يا د واکـسن شـمرده    ي
 ـان اي ـش بي افـزا ي اگـر چـه قـبلا بـرا    )۲، ۷و  ۱۸( شود يم ن ي

رکز ط کشت تم  يط مح ينه کردن شرا  ي به يشتر بر رو  ين ب ييپروت
ــود ــ؛)۱۹( شــده ب ــکن پي ل ــوم بي ــوانفورماتيشرفت عل ک راه ي

 ي  خـود ژن و نحـوه   يرات بر رو  يي تغ ي را برا  ي منطق يها حل
ن کـد   يينـه پـروت   ي آم يهـا  ديف اس ـ ير در رد  ييان آن بدون تغ   يب

ن اي ـش ب ين مطالعـه افـزا    ي ـهـدف ا  . رو قرار داد   شي پ ي  شونده
 ـاشر ي در باکتر  HP-NAPن  ييپروت نـه  ي بـه روش به    ياکليشي
  . بوديکيوانفورماتي بي به کمک ابزارهانيين پروتي ژن ايساز

  
   بررسي روش
  يهـا  دي اس ـ يتـوال  :)Alignment( ي تـوال  يفيهم رد      

کـو بـاکتر    يهل  مختلف يها هيدرسو HP-NAPن  يي پروت نهيآم
با  تخراج واس) NCBI Gene Bank (ي، از بانک ژنيلوريپ

 ـ آنها با هـم مقا   ان شباهت  ميز استفاده از نرم افزار     .دي ـسه گردي

 بـرش   يهـا  گـاه يجا :يم ـي برش آنز  يها يها گاهي جا يبررس
ن يـي تع افـزار   با کاربرد نـرم    HP-NAP ي ژن ي در توال  يميآنز
   وpUC57 يهـا  دي پلاسميکيبا الگو قرار دادن نقشه ژنت    . شد

 pET28a(+)يميگاه برش آنزيجا BamHIن دست يي در پا
 .ديه گردين ژن تعبيبالا دست ا  درHindIIIو 

 :HP-NAP  ژني و کلون ساز)Optimization(نه کردن يبه
  همــــراه  بـــه  )HP-NAP )bp ۴۳۵ ژن ي بازهـــا يتـــوال 

افـزار   ، بـا کـاربرد نـرم   يم ـي انتخاب شده برش آنز  يها گاهيجا
Optimum Gene TM Algorithm يان در بـاکتر ي ـجهت ب 

E. coliنـه شـده   ي ژن بهيکلـون سـاز   .)۲۰(  شديساز نهيه ب  
)HP-NAP( ــم ــرکت pUC57 ديدرون پلاسـ ــط شـ  توسـ

Genscriptwww.genescript.com,(Piscataway.Newjersy USA)  ــام انجـ
 ـ پيبـرا  .ديگرد  ـاز هرگونـه تغ  يريشگي   بازهـا،  تـرادف در  ريي
توسـط شـرکت     )Sequencing( ژن سنتز شده فـوق       ي توال

  افـــزار بـــا کـــاربرد نـــرم   و ديـــن گرديـــيســـازنده تع
Vector NTI AdvancedTM 11(Invitrogen; USA)   تـرادف

 ـ کد شونده توسط ا    يها نهيآم دياس  ي و بـا تـوال     ين ژن بررس ـ  ي
  .سه شدين مرجع مقاييپروت

 و ينيب شيپ :)mRNA(امبر ي پRNA دوم  ساختارينيش بيپ
نه ي قبل و بعد از به     mRNA يداريپا  ساختار دوم و   ي  سهيمقا

 Centrodfold بـه کمـک نـرم افـزار     HP-NAPشـدن ژن  
  .)۲۱( ديام گردانج

ــ ــازگريطراحـ ــا  آغـ ــرا و) Primer( هـ    :PCRط يشـ
  نــــه شــــده ژن ي بهيقــــرار دادن تــــوال  بــــا الگــــو 

HP-NAPــوال  و ــيتــــ ــمي ژنــــ ــا دي پلاســــ   يهــــ
pUC57) Genscript: USA (pET28a(+)(Novagen; USA) 

  ز آغــــــازگر يافــــــزار آنــــــال  کــــــاربرد نــــــرم  و
OLIGO) OLIGO Primer Analysis Software (
ن ژن  ي ـنگ ا ي کلون يدييتا يها شي لازم جهت آزما   يآغازگرها

 ي   تحـت برنامـه    PCRر ژن مورد نظر با      يتکث. دي گرد يطراح
 دوره  ۳۰قه،  يدق ۵مدت   گراد به  ي سانت ي   درجه ۹۴ شامل   ييدما
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 قـه و يک دقيکدام  گراد هر ي سانتي   درجه ۷۲ و ۵۶،  ۹۴شامل  
قه ي دق۱۰مدت  گراد به ي سانتي  درجه ۷۲ک مرحله   يت  يدر نها 

 .انجام گرفت

 ـ باکتر ياه هيسو  ـ اشر :هـا  ميهـا و آنـز     ، ناقـل  يياي  ياکوليشي
JM107  ،DH5α   ياکوليشياشرو BL21-DE3  ـترت  بـه  ب ي

ــه ــوان م ب ــانيعن ــا زب ــ تکثيه ــ و بيري ــدند ياني ــتفاده ش .  اس
  ب جهــت يــترت  بــه(+)pET28a و pUC57 يهــا ديپلاســم

 يهـا  ميآنـز . ان ژن هدف مورد استفاده قرار گرفتنـد     يکلون و ب  
 و  يم ـي آنز يهـا   در برش  HindIII و BamHIکننده   محدود

DNAT4 گاز  ي ل)Fermentas (واکـنش الحـاق اسـتفاده       در
  جهـــت زيـــن DNA PolymeraseTaq مياز آنـــز .شــدند 

 ـد ب ي ژن هدف در پلاسـم     ي  د قطعه ييتا ر و يتکث  PCR  بـا  ياني
  .)۲(استفاده شد 

ــون ژن   ــاب کل ــمپلا: HP-NAPس -pUC57+HP ديس

NAPــاو ــي حـــ  HP-NAP (Accessionک ينتتي ژن ســـ

Number:HQ831507) ياکوليشياشرزبان  يم  در JM107 ري تکث 
 دي پلاســــمصيت تخلــــيــــک ازبــــا اســــتفاده  و شــــد

)Fermentase( سپس جهـت الحـاق      و دي گرد يخالص ساز
ــم ــد بيدر پلاس ــمياني  pET28a(+) (Novagen)د ي پلاس

 III و BamHIد کننده محدو يها مي با آنزيميمورد هضم آنز
Hind پس از خالص يده شده ژني بري قطعه .)۲( قرار گرفت 

ن دو  يکه توسط هم ـ   ،(+)pET28aدي از ژل، در پلاسم    يساز
ــز ــم بريآن ــاق   دهي ــنش الح ــا واک ــود ب ــده ب   )Ligation( ش
 ـگرد وارد ا يــ ص قطعــه وي تخلــي مراحــل بـرا يدر تمــام .دي

 ـ ژل از ک   يرو ده شده از  يبر ديپلاسم  ـ ي ) Roche( صيت تخل
ــد ــتفاده شـ ــاق. اسـ ــصول الحـ ــم( محـ ــد نوترکيپلاسـ  بيـ

pET28a(+)-NAP(ــاکتر ــه ب ــ اشري ب  JM107 ياکوليشي
ــال داده شـــد  ــاکتريغربـــالگر. انتقـ    حامـــل يهـــا ي بـ

ــم ــک روش  يدهايپلاسـ ــه کمـ ــورد نظربـ ــا PCR مـ    و بـ
ــتفاده از ــا اسـ ــصاصيآغازگرهـ ــي اختـ ــده ژني طراحـ    شـ
HP-NAP کلون  ييد نها ييجهت تا  .دينه شده، انجام گرد   يبه 

ــدن ژن ــضم آنز(+)pET28a در HP-NAPش ــي، از ه  يم
  يدهاي پلاســمياد شــده رويــمحدودکننــده  يهــا ميآنــز

  .)۱۴(نوترکيب خالص شده، استفاده شد 
ــب ــالصي ــاز ان و خ ــروتيس ــن نوترکيي پ    :HP-NAP بي

 يانيــزبــان بيم بــه pET28a(+)-NAP بيــد نوترکيپلاســم
 يجهت غربالگر .  انتقال داده شد   BL21-DE3 ياکوليشياشر
افتـه  يب رشـد  يد نوترکي پلاسم ي حاو يها يان باکتر ي ب ييتوانا

 ـوتيب ي آنت ـ ي جامد حـاو   LB يبر رو  ن، کـشت  يسي ـک کاناماي
 ۵۰ يع حاو ي ما LB ط کشت يتر مح يل يلي م ۳  در ي کلن يمجزا

 ـيرم در م کروگيم  ـتـر کاناما يل يل ه و در انکوبـاتور بـا   ي ـن تهيسي
 ي  درجــه۳۷ يو دمــا) قــهي دور در دق۲۰۰( يحرکــت دورانــ

 ـ گرد يک شب گرماگـذار   يگراد به مدت     يسانت هـا   از آن  د و ي
ط قبل استفاده   ي با شرا  LB عيط ما ي مح ۱۵جهت کشت مجدد    

 ۶۰۰ط کـشت در طـول مـوج     ي که کـدورت مح ـ    يو زمان  شد
 ـ نوترک يدهايد، پلاسم يرس ۱ تا   ۶/۰ ودبه حد  نانومتر  ۱ب بـا  ي

 ـرانوزيوگالاکتوپيت-يد-بتا-ليزوپروپيمولار ا  يليم  (IPTG)د  ي
 صـفر، سـه، پـنج، هفـت،         يهـا   پنج نمونه در زمان    .القا شدند 

 ـزان بيه و مي القا شده تهيها يهجده ساعت از کشت باکتر    ان ي
 SDS-PAGEکمک روش     مختلف با  يها ن در زمان  ييپروت

 مورد R-250 ي شده با کوماسيزيآم  درصد رنگ  ۵/۱۲ در ژل 
ط کـشت   ي در مح  ي باکتر يها سلول. )۱۶(  قرار گرفت  يابيارز

 و رسـوب داده     يآور  مـذکور جمـع    يها پس از القا در ساعت    
 شستشو شدن با بـافر  از  مذکور بعد  يها يرسوب باکتر . شدند
 ـي م NaH2PO4  ،۳۰۰مول   يلي م ۵۰( بيتخر  ،NaClمـول    يل
 به همراه ن بافريهم درمجددا ) pH=۸ دازوليميا مول يليم ۱۰
به شکل  ) ml/gµ۱۷۰ (PMSF و )mg/ml۵( ميزوزيم ل يآنز

 ي  بـا فاصـله  خ در ده نوبـت ي يون در آمده و بر رو    يسوسپانس
ه ي ثان ۶/۰ه با فرکانس    ي ثان يه و در هر نوبت س     يپنج ثان  چهل و 
 تحت اثر امواج فراصـوت قـرار گرفتنـد تـا        درصد ۷۰و توان   

 در يزات سـلول ي بعد لي در مرحله .  شوند يطور کامل متلاش   به
g×۲۰۰۰۰ بـه منطـور   . فوژ شـدند يقه سانتر ي دق ۲۰مدت   ي برا
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ــوبييان پـــروتيـــ بي  نحـــوهيريـــگيپ   ين، بـــه شـــکل رسـ
(Inclusion Body) ن روش مناسب يي تعيا محلول، براي و

ک ي) QIAGEN(کل،  ين ن ين با استفاده از رز    ييص پروت يتخل
ک نمونه از رسـوب پـس از   ي و  يي به تنها  ييع رو ينمونه از ما  

ــافر ــيم B) ۱۰۰ حــل شــدن در ب  NaH2PO4 ،۱۰ مــولار يل
 ـ) pH=۸ اوره  مـولار  Tris-Cl  ،۸ مولار يليم  ـله رز يوس ـ هب ن ي
د ي تول يبرا . قرار گرفتند  ي مورد بررس  SDS-PAGE کل و ين

 ـ HP-NAPب  ي ـن نوترک يانبوه پـروتئ   ک کـشت شـبانه بـه       ي
 ـ که قـبلا داده شـد ته       يشرح   کـشت مجـدد    ياز آن بـرا    ه و ي
ــازه يتــر از محــيل يلــي م۱۰×۱۰۰  ۵۰۰ يهــا ارلــن در LBط ت

 ـکـه جمع   يزمان. دي استفاده گرد  يتريل يليم هـا بـه     يت بـاکتر  ي
مـدت    القا و به   IPTGمول   يلي م ۱دند با   يکدورت مناسب رس  

 يگـراد نگهـدار   ي سانت۸ي   درجه ۳۷پنج ساعت بعد از آن در       
 فوژ در ي بـا سـانتر    ي بـاکتر  يها ن زمان، سلول  يپس از ا  . شدند

g×۹۰۰۰ و با بافر     يآور جمع Tris مولار شستشو   يليست م ي ب
 ـنوترک يهـا  نييص پـروت  يبا انتخاب روش تخل   . داده شدند  ب ي

ــرا ــت ش ــوبيتح ــوب (Denature Condition) يط رس  رس
 حل و پـس از انتقـال بـه سـتون     B در بافر ي باکتر يها سلول

ــرز ــل ين ني ــافر )QIAGEN(ک ــا ب ــي مC) ۱۰۰، ب ــول  يل م
NaH2PO4 ،۱۰مــول   يلــي مTris-HClمــول اوره،  ۸  و 

۳/۶=pH (    استخراج  ان با استفاده از بافر  يشستشو شده و در پا
ن يي، پروت )pH=۳/۶ مولار يلي م ۲۵۰دازول  يمي ا ي حاو C بافر(

 ـم. )۱۴و  ۲۲(  شـد  يآور از ستون جدا و جمـع      زان خلـوص   ي
 ، قرار گرفتـه ي مورد بررسSDS-PAGEها به کمک     نييپروت

ن ين و مقدار کل پـروتئ   يين با روش براد فورد تع     ييوتغلظت پر 
 ـ محاسـبه گرد   يتر کشت باکتر  يک ل ي خالص شده از   . )۲۳( دي

 ـد ب يان شده درپلاسم  ين ب يي پروت ي وزن ملکول  ينيب شيپ  بـا   ياني
 ExPASy- Compute pI/Mw tool استفاده از نـرم افـزار  

  .ديانجام گرد
 بـه   SDS-PAGEب از ژل    ي ـن نوترک يپـروتئ  :وسترن بلات 

 ـليني و يکاغذ پل   ـ فلور ين د يدي  توسـط دسـتگاه  ) PVDF(د  ي

 کنتـرل  يبـرا . ط مرطوب منتقل شدي در شرا  Bio-Radبلات  
ش رنـگ شـده اسـتفاده    ي از پ  ينيين از مارکر پروت   ييانتقال پروت 

 يمـسدود سـاز  ). Pre-stain ladder SM0607( دي ـگرد
)Blocking (ــشا ــول PVDF يغـــ ــا محلـــ    TBS  بـــ
 درصد  ۵ يحاو )Nacl مولار يليم Tris  ،۱۵۰ مولار يلي م ۵۰(
 سـاعت انجـام   ۳مـدت   بـه ) Fat Free Milk(ر خـشک  يش

 يکلونـال موش ـ    مونو  يباد ي بعد غشا با آنت    ي  در مرحله . گرفت
ــبرعل ــافر در )6His-tag) Rocheه ي ــار TBS-T ب ــت ب  ق

شستـشو  .  اتاق مجاور شد   يدما ساعت در  ۳ مدت به ۱:۱۰۰۰
انجـام   )۲۰ن ي درصد توئ۰۵/۰ يحاوTBS-T )TBS با بافر

 درصـد  ۰۶/۰ محلـول     غـشا بـا    يي نهـا  يپس از شستشو  . شد
DAB )۵۰ مولار   يلي مTris    ـ به همراه  ک دهـم درصـد آب     ي

قرار گرفت و پس از ظهور باند واکنش با آب مقطـر        ) ژنهياکس
  .)۱۶( ديه گردياز آن عکس ته متوقف شده و

  
  ها  يافته
  ژن :HP-NAPن يي پـــروتيفـــيرد  هـــميبررســـ     

HP-NAP  حفاظـت  يلوريکوبـاکترپ يهل يها هي سوي در تمام 
 HP-NAPن يينـه پـروت  ي آم يها ديترادف اس  ي  سهيمقا شده و 

 ـ ا يزا يمـار ي استاندارد و ب   يها هي ازسو ياريبس در  ين بـاکتر  ي
ها مشخص   را در بين آن   % ۱۰۰الي  % Identity (۹۸( يهمسان

   .نمايد يم
  تــرادف کــد :HP-NAP  ژني تــواليســاز کلــون نــه ويبه

تواننـد   ي که م  يعوامل متعدد  ريي با تغ  HP-NAP ژن   ي  کننده
نه ي به،ر گذار باشنديتاث ياکليشياشر يان آن در باکتر ي ب يبر رو 
 بر  بود که در   يبخش قابل بررس   ۲  در ينه ساز ين به يا. ديگرد

ش يافـزا  و) ۱کل ش ـ (bias  Codon usageمي تنظي رندهيگ
  .)۲ شکل( شد ين مين و گوانيتوزي سايدرصد محتوا

نـشان   )CAI) Codon Adaptation Indexش شاخص يافزا
ن ژن در   يان ا يب ي مورد استفاده برا   يها ش کدون ي افزا ي  دهنده
 درصـد   يپراکنـدگ  ). الف -شکل ا (  است ياکليشياشر يباکتر
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 )Frequency of Optimal Codon( استفاده  مورديها کاربرد کدن
 افتـه و  يممکـن کـاهش      ن حـد  ينه شدن به کمتر   يبه از بعد در
سم يمتابول ريمس  بوده است که در    ييها انتخاب کدن  رات با ييتغ

).  ب-۱ شکل( اند داشته را ن کاربرديشتري بياکليشياشرسلول  
 ـتغ انتخاب و   ي بـوده کـه محتـو      ينحـو  ر کـدن مناسـب بـه      يي

ش ي درصد افزا  ۴۵کثر به    درصد حد ا   ۳۸ن از   يگوان+ نيتوزيس
 يهـا   کـردن سـاختار    ي  نهيدر مراحل به  ). ۲ل  شک(افته است   ي

Stem- Loopدر  mRNAه کـه منجـر بـه اخـتلال در     ي اول
 ي  سهير با مقا  يين تغ يا  برداشته شده و   ،گردد ي م بوزوميراتصال  

 ژن يسـاز  نـه ي در قبل و بعد از به     mRNAن ساختمان دوم    يب
HP-NAP ر در يي تغي سهيمقا. ه است قابل مشاهد۳ در شکل

 ـHP-NAPنـه شـدن ژن    ي قبل و بعد از به     يبازها وضـوح   ه ب
 ـاشر يبـاکتر   مورد استفاده در   يها زان کم کدون  يم  را  ياکليشي

 HP-NAPژن ). ۴ شـکل (دهد  ين ژن نشان م يا رييقبل از تغ  
توسـط   pUC57د  يپلاسـم   در يسـاز  نهيت پس از به   يبا موفق 

 ين تـوال  ييج حاصل از تع   يانت.  شد يکلون ساز شرکت سازنده   
 تـرادف   ي   ترجمه يفي هم رد  ي  سهيمقا نه ساخته شده و   يژن به 

گونـه   چين هـدف ه ـ  يينه کد شده توسـط آن بـا پـروت         يد آم ياس
 ـ   ي آم يدهاي را در اس   يرييتغ نـه  ي ژن به  ي  لهيوس ـ هنه کد شونده ب

 ـتا و) ۵ شکل( دهد يشده نشان نم    ـ يي  ـنما يد م د کـه اعمـال     ي
 ـ ردي بـر رو يريي ـگونـه تغ  چي ژن بـدون ه ـ   يرات رو ييتغ ف ي
 يا سهي ـج مقاينتـا . ن هدف بوده است   يينه در پروت  ي آم يها دياس
 .  آمده است۶رات در شکل يير تغيسا

ــازگر ــا آغـــ ــيهـــ ــدهي طراحـــ ــا : شـــ    يآغازگرهـــ
ــ ــدهيپـــــ ــرادف) Forward( ش رونـــــ ــا تـــــ   بـــــ

 5� GGA,TCC,ATG,AAA,ACC,TTC,GA 3� 
  بـــــــــا تـــــــــرادف ) Reverse( معکـــــــــوس و

5� AAGCTTTTACGCCAGGTGC 3� ) ــر ه
 را HP-NAPنـه شـده    ي ژن به  يي شناسا ييتوانا)  باز ۲۰کدام  
 رااد pUC57  و pET28a يدهاياز پلاسـم   کي هر يدر رو 

 ـ پ ي آغازگرها ملاحظات لازم برا    يطراح در. باشد يم  يشگري

کـسان  ي و مري نامناسب اعم از لوپ، دا     يل ساختارها يتشک از
ــازگر   ــول آغـ ــودن طـ ــا و بـ ــنزد هـ ــا يـ ــودن دمـ   يک بـ

  .اتــصال اختــصاصي رعايــت گرديــده اســت     لينــگ وآني
 نـه شـده   يالحاق ژن به   :(+)pET28a در   يساز ساب کلون 
HP-NAP  د  ي بدرون پلاسمpET28a(+)  ت انجـام  ي با موفق

ر ي شده و تکث   ي طراح يها آغازگر با PCRش  يج آزما ينتا .شد
 ـ و) ۷ شکل(  باز ۴۴۷)bP( به طول    يا قطعه ن خـروج   يهمچن
 يهـا  مي با آنز  يمي هضم آنز  ي  جهيه در نت  ن انداز ي با هم  يا قطعه

ب ي ـد نوترک ي پلاسـم  يبررو HindIII  و BamHI محدوداثر
pET28a(+)-NAP۸ شکل( دينما يد ميين الحاق را تاي ا  .(  

ــب ــي ــروتئيان و تخل ــن نوترکيص پ ــا :HP-NAPب ي   جينت
SDS-PAGEـ، ب   ۲۰ بانــد ي ن در محــدودهييک پـروت يــان ي

دهــد کــه بــا وزن  يان مــ را نــشي وزنــي راهنمــايلودالتــونيک
 دارد ي شـده همخـوان  ينيب شيدالتون پ ۲۰۴۷۷ حدود  يمولکول

دالتون است  ۱۶۹۳۳ن حدود ييوزن خود پروت)  الف-۹ شکل(
نـه مربـوط بـه      يد آم ي اس ـ ۳۴و اضافه شـدن     ) نهيد آم ي اس ۱۴۴(

) Multiple Cloning Site(نـگ  يگـاه چنـد گانـه کلون   يجا
 ۵/۳ش  يجـب افـزا    آن مو  ي بـه ابتـدا    (+)pET32aد  يپلاسم

از سـاعت سـوم       نيين پـروت  يان ا يب.  آن شده است   يلودالتونيک
 ـدر ساعت پنجم به ب     آغاز و   ـ ين مقـدار خـود رس ـ     يشتري ن يد ب

 يا تفـاوت قابـل ملاحظـه    شـبانه  ي  القـا  هفتم و ساعت پنجم،   
 انجـام شـده مـشخص شـد کـه          يها يبا بررس . وجود نداشت 

 ـات جامـد غ   صورت ذر  ب به ين نوترک ين مقدار پروتئ  يشتريب ر ي
 بـودن   يرسـوب .  قرار دارنـد   يدر فاز رسوب  ) نکلوژنيا(محلول  

ع حاصـل  يص فاز مايدست آمده از تخل هج بين با نتا  يين پروت يا
فاقـد   يهـا  استفاده از بافر  و Nativeزات سلول با روشياز ل

 از ير انـدک يمـشخص شـد تنهـا مقـاد       د و يد گرد ييز تا ي ن اوره
 ـ الکتروفورت يبررس ـ .دع قرار دار  ين در فاز ما   ييپروت ج يک نتـا  ي
 ـ از خلوص قابل توجـه ا      يب حاک ين نوترک ييص پروت يتخل ن ي

ج حاصـل از وسـترن      ينتـا ). الـف -۹ل  شـک (باشد   ين م يپروتئ
 ـ تايطور اختـصاص  ن را بهيين پروت يان ا ينگ ب يبلات  د کـرده و يي
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   برخـوردار اسـت     يي خلـوص بـالا    ي  دهـد از درجـه     ينشان م 
  بــا روش برادفــورديريــگ اســاس انــدازه بــر ). ب-۹ شــکل(
، استحـصال   ياسـپکتروفتومتر  و )BSAهمـراه اسـتاندارد      به(

 ـ حـدودا م يکشت بـاکتر  تريک لي از ين رسوب ييپروت  ۸۰۰زان ي
   .ن شدييگرم تع يليم
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 ديپلاسم در HP-NAP يژن قطعه دييتا :۷ شکل
(+)pET28a 

  HPNAP قطعـه  حـضور  بـدون  pET28a(+) ديپلاسم -۱
  Mix-DNAمارکر -۲
 حضور با pET28a(+) ديپلاسم لفمخت يها کلون -۳-۴-۵

  HPNAP قطعه
 ديپلاسـم  در Nap ژن ري ـتکث محصول و PCR شيآزما -۶

  pET28a(+)-NAP بينوترک
  يمنف کنترل -۷

 pET28a-Nap يانيب حامل يميآنز هضم جهينت: ۸ شکل

  DNA مارکر -۱
 نشده هضم pET28a-Nap ديپلاسم -۲

ــ -۳ ــون -۵يال ــا کل ــف يه  و pET28a(+)-NAP مختل
  HP-NAPقطعه روجخ
 و BamHI يهـا  ميآنـز  همزمـان  يم ـيآنز هـضم  جهينت در

HindIII  
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  بحث
جوامـع    در يلوريکترپکوبـا يهل عفونت بـا     يوع جهان يش       

 يطراح ـ ، سـاخت و   يـي مقاومـت دارو   ش بروز يافزا  و يبشر
 ـه ا ي ـن روش مبـارزه برعل    يتـر  يعنـوان منطق ـ   واکسن را بـه    ن ي

ن انـواع   يدر ب . )۱( ن قرار داده است   ي محقق يش رو يعفونت، پ 
 HP-NAP،يلوريکوبـاکترپ يهل شناخته شـده از      يها  ژن يآنت

 اسـت کـه سـبب شـده         ي منحصر بـه فـرد     يها يژگي و يدارا
 ـعل سن بـر  ساخت واک ـي برا ين آن را انتخاب مناسب    يمحقق ه ي

  ز بداننـد ي ـگـر ن ي د يهـا  يمـار ي از ب  ي بعض ين عفونت و حت   يا
 شـبه   يهـا  نيي عضو گروه پـروت    HP-NAPن  ييپروت. )۷و  ۸(

 هم يها يو بررس) Ferritin-Like Proteins( ن استيتيفر
 ـ ن دريين پـروت يدهد تنوع ا  ين مطالعه نشان م   ي در ا  يفيرد ن يب
ها حفاظـت   ن آني آن در ب يار کم و توال   ي مختلف بس  يها هيسو

 ـدر ا  .)۱۳( شده است    همزمـان از   يري ـگ ن مطالعـه بـا بهـره      ي
 ـ يتجرب ک و يوانفورماتي ب يابزارها    شـد تـا بـا      ي سـع  يات عمل

 ـ ي مشکل کاهش ب   ي منطق ياتخاذ روش   HP-NAP ژن   يان آنت
 ـ   يتر يجد که از   ـ توليش رو ين مـشکلات پ  ـکـاربرد ا  و دي ن ي
خواستگاه متفـاوت و بـالا بـودن         .ن است، مرتفع گردد   ييپروت

ل کـاهش   ين دلا يمهمتر ن از يين پروت ين ا يمين و ت  ي آدن يمحتو
 ـاشر يک مثل باکتر  يوتي پروکار يها زبانيم ان آن در  يب  ياکليشي

ن اشکال به همـراه  يا .)۲و  ۱۰( باشد ي م سيليلوس سابت يباسو  
دهند بـه   ير قرار ميان ژن را تحت تاث   ي که ب  ي متعدد يفاکتورها

 ي طراحيسرانجام ژن ح ويک تصحيوانفورماتي ب يکمک ابزارها 
 ـ گرد ينيب شيساخته شد که پ    و  در  راHP-NAPن  ييد پـروت  ي

ــاد ــالايمق ــان بيم  دريير ب ــزب ــاشر ياني ــب ياکليشي ــدي   .ان کن
 ي محتــوايارتقــا ل،ين پتانــسيــش ايافــزا در عوامـل مــوثر  از

  

  SDS-PAGE ۱۲%در ژل HP-NAPن ييت پروتيت حلاليان و وضعيص، بيتخل: الف -۹شکل راست 
 اسـتخراج پـس از عبـور    -۳ يامـواج فـرا صـوت    م ويزوزي ـ حاصله از شکـست سـلول بـا ل   يي محلول رو-SM0431 ۲نيي پروتي وزن ي راهنما -۱

د القـا  ي پلاسميه حاوي سو-۴دازول يميمول ا يلي م۲۵۰ ي بدون اوره حاوي با استفاده از بافر شستشو Nativeکل با روشين ني از رزييرو محلول
 -HP-NAP- pET28a(+)۶د ي پلاسـم يحـاو  BL21-DE3 ياکوليشي ـاشر ي بـاکتر ي ساعت القا۵  پس ازHP-NAPن ييوتپر اني ب-۵ نشده

  بي ـن نوترکييص پـروت ي تخل ـياني پاي  مرحله-۷ حل شده در بافر هشت مولار اوره يامواج فرا صوت م ويزوزيرسوب حاصله از شکست سلول با ل 
HP-NAPيها  با روش Denature  يبافر شستشوبا استفاده از  (Buffer C)دازوليميمول ا يلي م۲۵۰  اوره هشت مولار ويحاو.  
ن يديستي ـه ي ضد ساختار پل ـيباد يوسترن بلات با آنت ).کسان استير راست ين ژل با ژل تصويا ها در  نمونهيريگ  قراريالگو: ( ب-۹ شکل چپ 

  .HP-NAPب ين نو ترکييمتصل شده به پروت
 ي هي ـبق .شـود  يده م ـيف ديطور ضع ه در ژل ب۶ جواب مثبت پاسخ شماره -۷  و-SM0671(Prestain ladder)، ۵ نييپروت يوزن يراهنما -۱

 . استيز مطابق انتظار منفيها ن جواب
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 mRNA  طـول عمـر    شيکه سبب افـزا    بود   نين گوان يتوزيس
 ـا علاوه بر . شود يم  مثـل   ي نامناسـب  ين شکـست سـاختارها    ي

Stem-loop دني در چـسب يي که ممانعت فـضاmRNA   بـه 
  حــذف عناصــر و کننــد يجــاد مــيبــوزوم ايگــاه اتــصال ريجا

Negative Cis-Acting Sites ـان را ترغي ـش بي افـزا  ب ي
 ـنما يم  ـ   . دي  ـ ن يدر مطالعـات قبل  ـوانفورماتيز کـاربرد ب   ي ک در  ي
 ـ ته يمونـوژن چنـد قـسمت     يان ا ي ب يساز نهيبه  ـ    ي  يه شـده از آنت

ان ي ـش بي جهت افزاO157 H:7 ياکليشي اشري باکتريها ژن
 ـي مطالعه تجربنيا در .)۲۴( موفق بوده استاه يدر گ   يات عمل

 ـاشر ياني بان بينه شده درمين ژن بهيان ا يب درکلون و   ياکليشي
 يهـا  ينيب شي، صحت پ  HP-NAP بين نوترک ييد پروت يتول و

 ـوانفورماتي ب يافزارها انجام شده توسط نرم     ،د کـرده يي ـک را تاي
 ـييد پروتيش قابل ملاحظه تول يافزا ن روش را در   يت ا يموفق  ين

 ـکـم ب   ريکه مقاد   ـ    آن در  اني    اشـاره شـده بـود      يمطالعـات قبل
 که  يسه با مطالعات قبل   يدر مقا . )۲،  ۱۰و  ۱۸( دهد يرا نشان م  

 ـان اي ـط کشت ب يکنترل شرا  ر و ييبا تغ  ش ين را افـزا يين پـروت ي
  انيــنکــه بي در ســطح ژن ضــمن ايســاز نــهي، به)۱۹(داد  يمــ
ر قابـل   يط کـشت بـا مقـاد      ين شـرا  يتر ن را در ساده   يين پروت يا

 ـ ن يد بـالاتر  يش داده از سرعت تول    ي افزا يتوجه   ز برخـوردار  ي
ــکــه ا).  ســاعت۲۴ ســاعت در مقابــل ۵( بــود ــساله دري   ن م

 ـز اهم يد حا ي تول يها نهيکاهش هز   ـب ت اسـت  ي   ن مقـدار  يشتري
 ـ که از اتـصال ا     يا ن در مطالعه  يين پروت يان ا يب ن بـا   يين پـروت  ي

ــروت ــام ) MBP)Maltose Binding Proteinن ييپ   انج
 ـبوده است کـه ا     تريل گرم در  يلي صد م  ،شده بود  ن مقـدار در    ي

گرم در  يلي م ۸۰۰ (ن در مطالعه  يين پروت يان ا يمقدار ب  سه با يمقا
ــايحاضــر بــس) تــريل ــا از .)۱۸( تراســت نييار پ   جيمجمــوع نت

 ـ     ي ـب تول ي ـن نوترک يينگ پـروت  يبلات  ضـد   يبـاد  يد شـده بـا آنت
 ـ تا يدي ـن تول يين تـرادف صـحت پـروت      يـي تع ن و يديستيه د يي
  .شود يم
  
  يريجه گينت

 HP-NAPژن  نه کردن   يبه ک در يوانفورماتيب ابزار  کاربرد    
ن ي ـج ايبا توجه به نتا .ن موفق بوديين پروت يد انبوه ا  يجهت تول 

  در ي منطق ـ ين ابزارهـا روش ـ   يا رسد کاربرد  يم مطالعه به نظر  
 يهـا  زبانيان در مي با منشا متفاوت جهت ب ييها نه کردن ژن  يبه
  .گر باشدي ديانيب

  
  يقدردان تشکر و

د کـه توسـط     باش ـ ي م ـ ي از پروژه دکتر   ين مقاله قسمت  يا      
 ـ حما ت مدرس يدانشگاه ترب  مرکـز   از.  شـده اسـت    يت مـال  ي

 يوتکنولوژيقـات نـانوب   يکبـد، مرکـز تحق     قات گوارش و  يتحق
 ي مهندسيپژوهشگاه مل  ويد بهشت ي شه يدانشگاه علوم پزشک  

 يقات همکارين تحقي اي که در اجرايآور ست فنيز ک ويژنت
  .گردد ي مياند سپاسگزار داشته
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Background and Objective: As the main virulence factor of Helicobacter pylori, HP-NAP has an important 

role in immunoprotection against this pathogen.  This antigen is a strong candidate as a part of multi-

component vaccine in the clinical trial against this bacterium.  Due to NAP importance, it was used in this 

study as a template for optimization of heterologous genes with a low A-T content and low expression in E. 

coli. 

Materials and Methods: A synthetic single gene that could reach the highest level of expression in the host 

was designed by using bioinformatics tools.  

Results: A number of factors that influence gene expression level were changed for HP-NAP gene 

optimizing:  the codon usage bias in E. coli was changed; the G+C content was upgraded from 38% to 45%; 

and the stem-loop structure was broken.  These could result to prolong of the half-life of the mRNA and 

overexpression of recombinant of HP-NAP protein up to 800 mg per liter.  

Conclusion: Applying of bioinformatics tools was appropriated to optimize of HP-NAP overexpression in E. 

coli.  From our results, it appears that combination of In Silico and experimental approach is a logical 

approach for expression of heterologous genes in another host. 

 

Keywords: Helicobacter pylori, Bioinformatics, Optimization, Recombinant HP-NAP, Cloning, 

Expression.  


