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 مقاله پژوهشي 

در هليکوباکتر پيلوري بر تغييرات توليد سيتوکين  FlgE2بررسي اثرات ايمنولوژيکي پروتئين نوترکيب 
TNF-a  ماکروفاژ در محيط آزمايشگاهي يهاسلولدر  
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 يدهچک

 يبندطبقهبر اساس انيسم معده انسان كلونيزه شود. اين ارگموکوسي  يهاهيلادر  توانديمباسيلي گرم منفي است كه  هليكوباكتر پيلوري ::هدف و زمينهپيش
ايمني انجام  يهاسلول وقرار دارد. گرچه مطالعات متعددي بر روي واكنش هليكوباكترپيلوري  ۱کارسينوژن کلاس  هايفاکتوردر بين سازمان بهداشت جهاني 

بين برخي  بررسي واكنش مبهم پاتوژنز اين باكتري را مشخص كند. يهاجنبه توانديم هاسلولبا اين  زايماريبفاكتورهاي  تکتکشده است، ولي بررسي واكنش 
كانديد  عنوانبهور كه ايمني مهم است. از طرفي با بررسي نوع واكنش يك فاكت يهاسلولبا  VacAو  CagAمانند  ر پيلوريهليكوباكت يزايماريبفاكتورهاي 

پروتئين  زيابي نمود. فاکتورايمني را در محيط آزمايشگاه قبل از تزريق آن به حيوان آزمايشگاهي ار يهاسلولنوع رفتار تحريك  توانيمواكسن نيز مطرح است 
ات ارزيابي اثرالعه اين مطاز  هدف. بررسي نشده است مطرح باشد تاکنونيک کانديد مناسب که  عنوانبه توانديماز هليکوباکتر پيلوري  FlgE2نوترکيب 

  .باشديمبه روش الايزا ماکروفاژها در شرايط آزمايشگاهي  يهاسلولدر  TNF-alphaتوليد  ميزان بر FlgE2 ايمنولوژيکي
ي صفاقي موش ماکروفاژها گرديد. بيان و تخليص FlgE2پروتئين نوترکيب ، /SBU/1542 : در اين پژوهش تجربي با کد اخلاق زيستي دکار اد و روشمو

استفاده شد.  تريليليمم در ميکروگر ۸۰و  ۴۰و  ۲۰ و ۴مختلف  يهاغلظتماکروفاژِ از  يهاسلولارزيابي اثرات پروتئين نوترکيب بر  منظوربهاستخراج گرديد. 
  ارزيابي اثرات سيتوکيني در تست الايزا استفاده گرديد. منظوربهمايع رويي مواجهه جداسازي شد و 

 ) >P ٠,٠٠١٧( ٤٠ µg/mlو سپس  (P<0.0001) ٤ µg/ml در غلظت ازآنپسو  ٢٠ µg/mlآماري بيشترين ميزان ترشح در غلظت  زيآنالبر اساس : هايافته
. باشديمنزديک به هم  و معناداردر مقايسه با گروه کنترل داراي اختلاف  ٤٠و  ٢٠و  ٤ µg/ml که نتايج در غلظت دهديمآماري نشان  زيآنالمشاهده شد. 

  ).P = 0.4028(با گروه کنترل نداشت  يمعنادارتفاوت  µg/ml ۸۰در غلظت  TNF-αمقدار  ،حالنيباا
و بررسي ساختار و  باشديم هليکوباکتر پيلورييي زايماريبمهم در  يفاکتورها ازجمله FlgE2اين مطالعه نشان داد که پروتئين نوترکيب : گيريبحث و نتيجه

ريک نموده و موجب فعال شدن سيستم ايمني را تح توانديم يخوببهاين فاکتور پروتئيني . باشديمبسيار مهم براي راهکارهاي کانديد واکسن کارآمد عملکرد آن 
 هليکوباکتر پيلوري يهافونتع جديد و پيشگيري ازدرماني  يکارهاراهمنجر به  توانديمجداگانه  صورتبه پروتئينبررسي اثرات اين  جهيدرنتماکروفاژها گردد. 

  .را درگير خود کرده است، شودکه نيمي از جمعيت جهان 
  FlgE2، پروتئين نوترکيب پيلوري هليکوباکتر، TNF-aماکروفاژ،  ها:کليدواژه
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 مقدمه

در  توانديمهليكوباكتر پيلوري باســـيلي گرم منفي اســـت كه 
). اين باكتري به علت ۱مخاطي معده انسان كلونيزه شود ( يهاهيلا

                                                             
  شهيد بهشتي، تهران، ايران دانشجوي دكتري، گروه ميكروبيولوژيي، دانشكده علوم و فناوري زيستي، دانشكده ١
  گروه ميكروبيولوژي، دانشكده علوم و فناوري زيستي، دانشكده شهيد بهشتي، تهران، ايران (نويسنده مسئول) ،يپزشک يشناس يدانشيار باکتر ٢
  گروه ميكروبيولوژي، دانشكده علوم و فناوري زيستي، دانشكده شهيد بهشتي، تهران، ايران ،يشناس روسياستاد و ٣
 ايتاليدانشگاه پادووا، پادووا، ا يپزشک يستيگروه علوم ز ،يميوشياستاد ب ٤

با محيط براي مدت طولاني در معده  بالا در ايجاد تطابق  نايي  توا
نده  نديمانســـان ز باكتري در ۲( ما ـــيوع اين  ها). ش ـــور  يکش

سعهدرحال صد۸۰به  تو سديمو فراتر هم  در . هليكوباكتر پيلوري ر



 و همکارانعابد کانجو  روزانف  TNF-aدر هليکوباکتر پيلوري بر تغييرات توليد سيتوکين  FlgE2اثرات ايمنولوژيکي پروتئين نوترکيب 
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از قبيل  ييهايماريبو باعث  باشـديمدومين باكتري پاتوژن شـايع 
معده و لنفوماي بافت لنفوئيدي زخم دوازدهه، زخم معده، ســرطان 

). طي دو دهه گذشــته ۳( شــوديممعده  (MALT)همراه مخاط 
سائل زيادي از فرايند  سطح مولكولي  ييزايماريبم اين باكتري در 

هليكوباكتر پيلوري  ييزايماريبولي يكي از ابهامات  شــدهمشــخص
 درصــد۱۵الي  درصــد۱۰اين اســت كه مشــخص نيســت چرا فقط 

به ســمت بيماري پيش  شــونديمافرادي كه با اين باكتري كلونيزه 
. فاكتورهاي احتمالي دخالت كننده شــامل ژنوتيپ باكتري، رونديم

ـــخ ايمني ميزبان  پاس ـــديمژنتيك ميزبان و   يهايژگيو. از باش
اســت ولي  متعدد آن ييزايماريبهاي برجســته اين باكتري فاكتور
براي هليكوباكتر در نظر گرفته  زايماريبهنوز يك فاكتور مشــخص 

ــت، فاكتورهاي مهم  ــده اس از قبيل اوره آز، فلاژل،  ييزايماريبنش
CagA ،VacA ،BabA ،SabA ،AlpA/AlpB ،IceA ،DupA ،

LPS  وOipA شنديم سازمان  ).۴( با سط  سم اخيراً تو اين ارگاني
ــــت جهــاني  ــهبهــداش ـــينوژن کلاس  عنوانب  ۱فــاکتور کــارس

و شــواهد مســتقيمي از کارســينوژن بودن آن در  شــدهيبندطبقه
). آغاز بروز واكنش ۶و  ۵آمده اســت ( به دســتحيواني  يهامدل

 کنندهعرضــههاي غالب توســط ســلول طوربهايمني عليه عفونت 
ـــلولماکروفاژها و  ازجمله ژنيآنت ـــد. دندريتيك مي يهاس باش

يد  يک اکســـا ها يکي از  دشـــدهيتولنيتر فاژ ماکرو  نيترمهماز 
ـــطــه ــاکتر پيلوري بوده و  يهــاواس دفــاعي در مقــابــل هليکوب

 يهاواســطههاي مختلف، ماکروفاژها را در جهت توليد ســيتوکين
زنده در  يهايباکترمقابله و از بين بردن  جهيدرنتفعال اکســيژن و 

ماکروفاژهاي تحريک  آورديممخاط معده را فراهم  به طوري که 
ـــده با اينترفرون گاما، هليکوباکتر پيلوري را مهار  ). ۷( کنديمش

ـــيتوکين  چنانچه ترکيبي بتواند محرک افزايش فعاليت و توليد س
ــلولدر اين  مؤثر ــد  توانديمگردد،  هاس ــيگنالينگ بر ض ــار س آبش

سم عفو باکتري هليکوباکتر پيلوري،  نتي را فراهم نمايد.ميکروارگاني
که ســـاختار بنيادي براي زنده ماندن باکتري در  ،اســـتفلاژل دار 

سان  سوب معده ان شي از FlgE. پروتئين شوديممح قلاب در  بخ
يک اتصال انعطاف پذير در سطح  موجب، که باشديمفلاژل باکتري 

ـــلول دو ژن در  H. pyloriژنوم . در )۷-۵( گردديم معــده س
ـــناخته  FlgE بيان ژن مختلف وجود دارد که براي يهاتيموقع ش

ست شکيل  ۶۰۵هليکوباکتر پيلوري از  FlgE2. شده ا سيدآمينه ت ا
ـــت و وزن مولکولي آن  ـــده اس ـــد. ژن کيلو دالتون مي ۶۶ش باش

hp0908 پروتئين  کد کنندهFlgE2  بوده و محل قرار گيري آن در
ـــد که به مي hp0907و  hp0906اي هداخل اپرون حاوي ژن باش

هاي کنند. اين پروتئينرا کد مي FlgDو  FliKهاي ترتيب پروتئين
بيان شـــده، در تنظيم طول قلاب نقش دارند. از ســـوي ديگر، ژن 

hp0870 پروتئين  کد کنندهFlgE1  ــت و در داخل اپروني قرار اس

، hypAمتفاوت شامل:  کنندهميتنظدارد که آن اپرون حاوي دو ژن 
کد مي ناز را  يدروژ کل ه ند و که ني يد  lpxBک يک ليپ  -Aکه 

ــنتاز يد ــاکاريد س ــديمس ــابه همه پروتئينباش هاي فلاژلين . مش
موجود در  Hژن آنتي قراردادننيز با در معرض  FlgE2باکتريايي، 

بخش جلويي دمين، يک مکان اتصـــال براي عوامل ضـــدباکتريايي 
ـــود که در موارد ايمني زايي، ين ويژگي باعث ميکند. اايجاد مي ش

پاسخ ايمني ). ۹ ،۸عنوان هدف واکسن مطرح شود (اين پروتئين به
ـــبت به  اين باكتري دخالت  ييزايماريبدر  هليكوباكتر پيلورينس

بت  ثا كه  مداركي وجود دارد  چه  نديمدارد. گر با  ک باكتري  اين 
از دسترس سيستم ايمني فرار كند، با  توانديممتعدد  يهاسميمکان

سيستم ايمني ذاتي  هليكوباكتر پيلورياين حال واكنش پيچيده  و 
مطالعات متعددي  .)۱۱ ،۱۰(مشخص نيست  کاملاًو اكتسابي هنوز 

ــلولبر روي واكنش هليكوباكترپيلوري و  ــده  يهاس ايمني انجام ش
تاکنون  ـــت. ولي  عهاس  FlgE2 بر روي پروتئين نوترکيب يامطال
ست.  سي واكنش بين برخي  يهاسالصورت نگرفته ا اخير نيز برر

ايمني آغاز  يهاسلولهليکوباکترپيلوري بر  ييزايماريبفاكتورهاي 
كانديد  عنوانبهشــده اســت. با بررســي نوع واكنش يك فاكتور كه 

ايمني را در  يهاسلولنوع تحريك  توانيمواكسن نيز مطرح است 
محيط آزمايشگاه قبل از تزريق به حيوان آزمايشگاهي ارزيابي نمود. 
عه ارزيابي اثرات ايمونولوژيکي پروتئين نوترکيب  هدف از اين مطال

FlgE2  در هليکوباکتر پيلوري بر تغييرات توليد سيتوکينTNF-a 
  .باشديمماکروفاژ در محيط آزمايشگاهي  يهاسلولدر 

 
  مواد و روش کار

  :FlgE2 نوترکيب پروتئين بيان و لقاا
ستي د طالعهدر اين م در /SBU/1542 تجربي، با کد اخلاق زي

ـــگاه پادووا  FlgE2 ژن ليتواايتدا  ـــکده بيومديکال دانش (در دانش
سنتز و در اختيار قرار گرفت  pet وکتور در شده کلون ژن .ايتاليا) 

- 28a نوترکيب پروتئين بيان منظوربه. شد داده لانتقا FlgE2، از 
 کشت از القاء انجام جهت. شد ستفادها E.coli BL21بياني  ميزبان
 در القا. شد استفاده سينکاناماي g/ml ۵۰ حضور در باکتري شبانه
سيدن از پس و بالا حجم (در  ۸/۰-۱ حدود به محيط نوري ذبج ر
جام) نانومتر ۵۵۰ موج طول يان. شـــد ان يب پروتئين ب  با نوترک

ــاده ــف ــول از اســـــت ــل ــح  IPTG Isopropyl-beta-thio م

galactopyranoside)(  طتبا هايي غل  هر در مولار ميلي ۵/۱ ن
ــيون و تريليليم ــيکردار انکوباتور در انکوباس  درجه ۲۰ دماي در ش

  ).۱۲( شد انجام ساعت ۲۴و به مدت  گرادسانتي
  :SDS-PAGE روش به نوترکيب پروتئين زيابيار
سي منظوربه سميد بيان برر  زا FlgE2حاوري ژن  نوترکيب پلا
ظتبا  SDS-PAGE الکتروفورز روش  پلي ژل درصـــد ۵/۱۲ غل
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يد اکريل تاژ و آم ـــور در ،۱۰۰ ول  Pre-stain پروتئين مارکر حض

ladder SM0607 تا کت فرمن ـــر  )کيلودالتون ۲۰۰ لدر و ز(ش
-G کوماســي رنگ با آميد اکريل پلي ژل نهايت در. شــد ســتفادها

  ).۱۳ و ۱۲( شد بررسي نظر مورد باند و شده آميزيرنگ  250
  
  :FlgE2 نوترکيب پروتئين بيان و خليصت
ــتفاده مورد وکتور در که جايي آن زا ــده عبيهت His-tag اس  ش

جه با و بود کل رزين زا توانيمي شـــده طراح پرايمر به تو  و ني
. کرد اســتفاده پروتئين ســازي خالص جهت تمايلي کروماتوگرافي

شده در  E.coli رسوب سلولي، ليز تهيه منظوربه  ۱۰۰کشت داده 
 سونيکاتور توسط و شده سوسپانسيون washing buffer تريليليم

ــيکل ۱۰ در ــرعت با ياهيثان ۴۰ س ــد ۹۰ س ــرايط تحت درص  ۴ ش
سيون. شد ستهشک گرادسانتي درجه صل سوسپان  سانتريفيوژ حا

) CO۴ ,rpm ۱۲۰۰۰, min ۲۰( نتو تا نا ـــوپر  از و آوري جمع س
ـــد داده ميکرومتر عبور ۴۵/۰ فيلتر ـــوپرناتانت عبور از پس. ش  س

 جذب که زمانيتا  چند بافر مختلف، با ستون شستشوي پروتئيني
سد، صفر به ستون خروجي nm 280 نوري  بافر سپسه يافت. ادام بر

شوي ست ضافه ستون به دوم ش  ظرف يک در خروجي تمام و شد ا
شوي بافر نهايت در. شد نگهداري مجزا ست ضافه سوم ش  و شد ا

ــتون خروجي ــد اوري عمج جداگانه طور به نيز س  جمع از پس. ش
ــال جزء پروتئيني، آوري ــه SDS-PAGEالکتروفورز  زيآن  منظورب

 محلول از ايميدازول حذف منظوربهانجام شد.  هاآن خلوص بررسي
 سـتفادها PBS بافر حضـور در بافر تعويض دياليز روش از پروتئيني

  ).۱۵ و ۱۴( شد
  

  ماکروفاژها: تحريک و کشت سازي،جدا
ـــتيتو از ياهفته ۶-۸ماده  BALB/c يهاموش ـــتور انس  پاس

شي . شدند خريداري ايران صفاق مو در اين مطالعه از ماکروفاژهاي 
 تريليليم ۷ ،هاسلولاين  سازيبراي جدااستفاده شد. بدين منظور 

 هاموش صفاق درون به سرد) سيگما( RPMI-1640 کشت محيط
شيده سپس و تزريق  هم با و جدا موش سر ۵ از ماکروفاژها. شد ک

 صــورتبه شــمارش و شــســتشــو از پس هاســلول. گرديد مخلوط
سيوني سپان  RPMI طحيم در تريليليم در سلول ۵/۱×۶۱۰ از سو

 لوتامين،گ-L مولار ميلي ۲ کربنات، بي سديم ليترگرم در  ۲ داراي
ــيلين، پني تريليليم در واحد ۱۰۰  تريليليم در ميکروگرم ۱۰۰ س

و به مقدار  مهيا شدند گاوي جنين سرم درصد۱۰ و استرپتومايسين
سيون اين از ميکروليتر ۲۰۰ سپان سلول هر درون سو شت   پليت ک

 گرادسانتي درجه ۳۷ در ساعت ۴به مدت  قرار گرفتند و ياخانه ۹۶
صدCO2 ۵ و شد.  در شت داده   يک در ماکروفاژها تحريک برايک

 از تريليليمميکروگرم در  ۸۰و  ۴۰و  ۲۰و  ۴ يهاغلظت از ســـري

يب پروتئين فادها FlgE2 نوترک ـــت ظت هر. شــــد س  يژنيآنت غل
 ژهافاماکرو کشت ياخانه ۹۶ پليت يهاچاهک به تايي سه صورتبه

ــافه ــد اض ــلول گروه يک و ش ــده تحريک ماکروفاژ س  ليپوپلي با ش
شد ( کنترل عنوانبه) LPS( ساکاريد جهت  ).۱۵ و ۱۶کشت داده 

 کشت رويي عماي از لايزابه روش ا TNFαکين سايتو پاسخ سيبرر
ــلولي هاي درجه  -۲۰ فريزر در و آوري جمع لاًکه قب ژيماکروفا س

 سنجش براي الايزا ستت .شد ستفادهاود ب شده نگهداري گرادسانتي
ستفاده با ذکورم سايتوکاين ميزان صي تجاري کيتهاي از ا صا  اخت
شد. TNFα گيري اندازه  جمع مايع زا ميکروليتر ۱۰۰مقدار  انجام 
ــده اوري ــت روي ش ــلول کش  مختلف يهاغلظت با تيمار اثر در س

 به پليت. شــد ضــافها لايزاا ياخانه ۹۶ پليت چاهکدر هر  ژنيآنت
 زمان، اين طي از پسو  بر روي شيکر قرار داده شد دقيقه ۳۰ مدت
ـــاعت ۱۲ مدت به درجه ۴در  يخچال در ها پليت  over night س

ــد. ــت از عدب قرار داده ش ــيون زمان گذش  خليهها ت پليت انکوباس

شو محلول سيلهگرديد و به و ست  ۳۰۰ مقدار به بار هر و بار سه ش
ش ٣٠مدت  به ميکروليتر شوثانيه   ۳۰۰ مقدار سپس .شد داده ست
ــد و مجدد  ريخته چاهکدر هر  blocking محلول از ميکروليتر ش

 ۳۷ انکوباتور در ســـاعت ۱ مدت به پيچ فويل صـــورتبهها  پليت
شت از پس .شد داده قرار درجه  قبل، مرحله سيونانکوبا زمان گذ
 داده شستشو قبل، مرحله مشابه شستشو بافر با بار سه ها پليت

ـــدند و  ـــدند تکانده کاغذ روي يخوببهش  داخل بافري هيج تا ش
مکرر شــســتشــو و  يهاپروســهدر نهايت بعد از  .نماند باقي حفرات

صل به  ضافه نمودن انتي بادي اوليه و انتي بادي ثانويه مت و  ميآنزا
 زانمي، ELISA reader دسـتگاه از سـتفادهبا اافزودن سـوبسـترا، 

نه نوري جذب يد ئتنانومتر قرا ٤٥٠ موج طول در نمو با گرد  .
 و ســـمر ســـتاندارد،منحني ا کيت، اســـتاندارد نمونه از ســـتفادها

  .)١٧ و ١٨شدند ( ارزيابي آزمايش مورد هاينمونه
ـــخه  SPSSزار افنرم زها اداده تحليل و زيهجهت تج و  ٢١نس

Prism6 بار ٣ميانگين  ساسي براهاي کمّنتايج داده .شد ستفادها 
يهتکرار مورد تج يلتح و ز ماري ل فت قرار آ  زي اهاي کمّداده. گر

حاظ مال، زيعبودن تودارا  ل ـــيبرر نر نال آزمون زا و س يانس زيآ  وار
با  )Post Hocبراي ( Lsd روش زو ا ل)،مانر زيعتو (براي طرفهيک

  .گرديد ستفاده) ا=٠٥/٠α( درصد٥داري معني سطح
  
  هايافته

 :E.coli BL21در  FlgE2القاء و بيان پروتئين 
هاي جهت ارزيابي پروتئين ساخته شده پس از القاء، ابتدا سلول

E.coli  بررســي شــد.  هاآنليز شــده و ســپس پروتئين محلول
ـــور  ـــلول بر روي ژل پلي اکريل آميد و در حض پروتئين محلول س

از يکديگر تفکيک شده و پس از رنگ آميزي با  SDS ترکيب حاوي
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ــي  ــي قرار گرفت. از آن جايي  G-250کوماس کلوئيدي، مورد بررس
ـــي از پروتئين  ـــده بود، پروتئيني با وزن  FlgE2که بخش توليد ش

  ).۱شکل کيلودالتون به دست آمد ( ۶۶حدود مولکولي 
  

  :FlgE2بيان و تخليص پروتئين نوترکيب 
تايج  ند SDS-PAGEن با يک پروتئين در محدوده  يان   ۶۶، ب

ـــان مي دهد که با وزن مولکولي کيلودالتوني راهنماي وزني را نش
) ۱شــکل بيني شــده همخواني دارد (پيش دالتون، ۶۶۰۰۰حدود 

از ســاعت ســوم آغاز شــده و در ســاعت پنجم به بيان اين پروتئين 
شبانه  بين ساعت پنجم، هفتم و القا ديرسيمبيشترين مقدار خود 

ــت. با  ياملاحظهتفاوت قابل  ــوجود نداش ــده  يهايبررس انجام ش
شترين مقدار پروتئين نوترکيب  شد که بي شخص  ذرات  صورتبهم

جامد غير محلول (اينکلوژن) در فاز رسوبي قرار دارند. رسوبي بودن 

ــتاين پروتئين با نتايج  ــل از  به دس آمده از تخليص فاز مايع حاص
ــلول با  ــتفاده از بافرهاي فاقد اوره نيز  Nativeروش ليزات س و اس

ــد تنها مقادير اندکي از پروتئين در فاز  دييتأ ــخص ش گرديد و مش
تايج تخليص پروتئين  مايع قرار دارد. يک ن ـــي الکتروفورت بررس

ــد (اين پروتئين مي توجهقابلنوترکيب حاکي از خلوص  ــکل باش ش
). نتايج حاصــل از وســترن بلاتينگ بيان اين پروتئين را به طور ۱

از درجه خلوص بالايي  دهديمکرده و نشـــان  دييتأاختصـــاصـــي 
گيري با روش برادفورد (به اساس اندازهبر ).۲شکل برخوردار است (

) و اســپکتروفتومتري، اســتحصــال پروتئين BSAهمراه اســتاندارد 
شت باکتري  سوبي از يک ليترک گرم تعيين ميلي ۱۰ميزان  دوداًحر

شماره  شد. شکل  ميکروگرم پروتئين  ۲۰. اثر تيمار با غلظت ۲در 
يب  ـــلولبا  FlgE2نوترک مار در گروه  يهاس بدون تي ماکروفاژ و 

 مشاهده شد. يخوببهکنترل تحريک رشد 
 

 mMالقا شده با  FlgE2 :۲چاهک  يين،: مارکر با وزن پا۱ : چاهکSDS-PAGE)%۱۲در ژل ( FlgE2 ينپروتئ يانب يابيارز :)۱(شکل 

1/0 IPTG  
 

 يمار) گروه تB يمار) گروه کنترل بدون تAدر گروه کنترل.  يمارو بدون ت FlgE2 يبنوترک ينماکروفاژ با پروتئ يهاسلول يمارت ):۲(شکل 
 FlgE2 يبنوترک يناز پروتئ يکروگرمم ۲۰با غلظت 

 



 ۱۴۰۱فروردين ، ۱، شماره ۳۳دوره   پزشکيمطالعات علوم مجله 
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  :TNF-α ترشح ييراتتغ يبررس يبرا ELISA يجنتا
 يماکروفاژ يهاسلولاز  TNF-αترشح  يزانم ييراتتغ بررسي
 يبنوترک يناز پروتئ ۴و  µg/ml ۸۰- ۴۰- ۲۰ يهارقتدر معرض 

 يمارت يماکروفاژ يهاسلولتست  ينشد در ا يبررس يزابا تست الا
جذب  يتدر نظر گرفته شـــد. در نها يکنترل منف عنوانبهنشـــده 

ــ ينور نانومتر خوانش  ۴۵۰ موجدر طول  TNF-α يتوکينمقدار س
 ارائه شده است. ۱تست در نمودار  ينا يجشد. نتا

  
  ماکروفاژي يهاسلولدر  TNF-aمختلف پروتئين نوترکيب بر ميزان توليد  يهاغلظتنتايج مربوط به اثر  :)١(جدول 

Control Sample 4 µg/ml  Sample 20 µg/ml  Sample 40 µg/ml  Sample 80 µg/ml  

۱  ۸۶۷۲/۴۱۲ ۶۰۹۶/۵۵۸ ۰۲/۵۴۱ ۸۴۴/۱۱۳ 

۱ ۳۲۸/۵۰۳ ۴۸۰۸/۶۳۱ ۲۰۲۴/۱۸۴ ۳۸۲۴/۱۲۱ 

۱ ۶۴۲/۵۰۰ ۳۴۱/۶۰۰ ۳۲/۳۴۸ ۷۵/۱۲۰ 

  

  ماکروفاژي يهاسلولدر  TNF-aمختلف پروتئين نوترکيب بر ميزان توليد  يهاغلظتارزيابي اثر  :)١(نمودار 
  

ست الا يجنتا  يبنوترک ينپروتئ يماردر اثر ت TNF-α يبرا يزات
)FlgE2 ـــح مقاد يهاغلظت) در مختلف از  يرمتفاوت موجب ترش

ــا ــهرا در مقا TNF-α يتوکينغلظت س  آزمونبا  با گروه کنترل يس
-TNFدر ترشح  يمتفاوت يزانم ين. همچنارزيابي شد t-testاماري 

α ـــا  در يبنوترک يناز پروتئ µg/ml ۴و  ۲۰-۴۰ يهارقت يردر س
 يشترينب يآمار زيآنالبا گروه کنترل مشاهده شد. به اساس  يسهمقا

شح در غلظت  يزانم  µg/ml ۴در غلظت  ازآنپس و µg/ml ۲۰تر
(P<0.0001) سپس  وµg/ml ٠,٠٠١٧( ٤٠ P< (  .شد شاهده  م

ـــان  يآمار زيآنال و  ۲۰و  µg/ml ۴ در غلظت يجکه نتا دهديمنش
ـــهدر مقا ۴۰ به  يکو نزد معناداراختلاف  يدارا نترلبا گروه ک يس

با  يسهدر مقا µg/ml ۸۰در غلظت  TNF-α. اما مقدار باشديمهم 
را نشان  معنادارتفاوت  ۰,۴۰۲۸ يآمار زيآنالگروه کنترل به اساس 

با  معنادارتفاوت  يدهندهنشــاننمودار  ينداده اســت. علامت * بالا
ست. ا ستمس توانديم يخوببه ينيفاکتور پروتئ ينگروه کنترل ا  ي

 نموده و موجب فعال شدن ماکروفاژها گردد. يکرا تحر يمنيا
 

 گيرينتيجهبحث و 
ــيوع دليل به پيلوري هليکوباکتر روي بر مطالعه اهميت  اين ش

ـــد ۵۰ در بيش پاتوژن  يهايماريب ايجاد و جهان جمعيت از درص
 آدنوکارسينوماي و معده زخم مزمن، گاستريت ازجمله مهمي بسيار
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شديم معده  توليد سطحي ترکيبات توانديم پيلوري هليکوباکتر. با
ـــيت و ها نوتروفيل براي که کند  به که بوده کموتاکتيک ها مونوس
 .هســتند دخيل التهاب و اپيتليال يهاســلول آســيب در خود نوبه

ــني نوع هيچ تاکنون ــد واکس ــده  پيلوري هليکوباکتر بر ض ارائه نش
 عمدتاً درمان. نيسـت کافي فعلي هاي بيوتيک آنتي کارايي و اسـت

. است بيوتيکي آنتي ۳ -۴ و پروتون پمپ يهامهارکننده از ترکيبي
ـــر حال در  در روز به روز باکتري اين بيوتيکي آنتي مقاومت حاض

ست افزايش حال  و رخداده گانه،چند مقاومت با يهاهيسو بروز و ا
 ايمني بنابراين،. است کرده مواجه مشکل با را بيوتيکي آنتي درمان

ـــگيري، براي زايي  يهاعفونت و گير همه يهايماريب کنترل پيش
 پيشــنهادي گزينه تنها واکســن ،جهيدرنت. اســت ضــروري کودکان
ــت ــگيري مطالعات). ۲۰ ،۱۹( اس  هليکوباکتر عفونت درمان و پيش
 آغاز حيواني يهامدل روي بر ميلادي ۱۹۹۱ دهه اواخر از پيلوري

ست شده سن مورد ). در۲۱( ا  ضعف نقاط پيلوري، هليکوباکتر واک
ـــن اين که طوري به دارد، وجود مختلفي  برابر در را ايمني هاواکس

 نوع به بازگشت امکان و کندينم فراهم بالا دوزهاي و هاهيسو ساير
ــي ــت ممکن همچنين .دارد وجود وحش  متقابل پذيري واکنش اس

  ).۲۲( دهد رخ ميزبان يهاسلول و هايباکتر خود يهاژنيآنت بين
 باکتري، اين در با تنوع ژنتيکي بالا ويرولانس يفاکتورها وجود

 توســـط شـــده ايجاد يهاعفونت عليه واکســـن توســـعه و طراحي
 جايي آن از اما. اسـت کرده پيچيده و سـخت را پيلوري هليکوباکتر

 ايجاد و کلونيزاســيون براي قدم اولين ميزبان ســلول به اتصــال که
سط عفونت شديم باکتري اين تو سن لذا ،با شان که ييهاواک  هدف

صال از جلوگيري شديم ميزبان يهاسلول سطح به باکتري ات  از ،با
يت ند برخوردار بالايي اهم ـــت فاده امروزه. هس ـــت  تکنولوژي از اس

سيون، براي نوترکيب پروتئين ژنيآنت سينا سايي واک  ژنيآنت شنا
فاده و ايمني واکنش تحريک براي نوترکيب ـــت ها از اس  جاي به آن

 ساخت مورد در بسياري مطالعات چه اگر. است گذشته يهاواکسن
ـــن يهاژنيآنت زايي ايمني ارزيابي و نوترکيب يهانيپروتئ  واکس

يايي ما دارد، وجود باکتر ـــن ا  از جلوگيري براي مؤثر کاملاً واکس
  .است نشده معرفي پيلوري هليکوباکتر
 انجام دنيا در (FlgE2) پروتئين اين روي بر يامطالعه تاکنون

شده ست ن ست شد انجام دنيا و ايران در بار اولين براي و ا  اين و ا
سخ روند سازي باز مطالعات شگاه محيط در ايمني پا ست آزماي  و ا

صل نتايج سي براي ان از حا سيتهژنيآنت برر سن اهداف براي ي  واك
شمند سازي شديم ارز س. با سخ يهايبرر  به سايتوکايني يهاپا
 پروتئين متفاوت يهاغلظت از استفاده با مطالعه اين در الايزا روش

يب جه در ژنيآنت عنوانبه (FlgE2) نوترک ـــلول با موا  يهاس
 از خارجي قسمت (FlgE2) يهاژنيآنت. گرديد بررسي ماکروفاژي

 يک عنوانبه آن عليه بادي آنتي و شـــوديم محســـوب پاتوژن اين

شخيص سايت ست شده شناخته باکتريايي ضد ت  يک به را آن و ا
ـــن براي بالقوه هدف  کرده تبديل ايمونولوژيک درمان جهت واکس
 و ســاختار و دارد ياژهيو اهميت ســاختار اين شــناخت لذا .اســت

ــيار پاتوژن اين در فلاژل عملکرد ــت مهم بس  هليکوباکتر تاژک. اس
ـــيون جهت در مهم عامل پيلوري  از فرار و التهاب ايجاد کلونيزاس

ــتم ــيس ــت ايمني س ــان تحقيق اين نتايج) ۲۳( اس  اين که داد نش
 شـــده TNFa التهابي ترشـــحي يهانيپروتئ افزايش باعث فاکتور
 در ). پژوهشي۲۴( است سو هم گرفته صورت مطالعات با که است
 يهانيپروتئ ياثربخشــ مورد در Jinn-jong توســط ۲۰۱۶ ســال
FlaA و r-FlgK ـــخ روي بر فلاژل ـــرولوژيک پاس  يهاموش س

Balb/c روش از استفاده با. گرفت انجام ELISA ۱۰۰۰ :۱ رقت با 
سي شي گروه سه از پژوهش اين در .گرديد برر  گروه هر در که مو

 آزمون مورد هفته ۴ طي در پژوهش اين و بود موجود موش سر ۱۵
شي گونه با شده داده چالش گروه صورتبه هاگروه. گرفت قرار  وح

ـــده داده چالش گروه (W) هليکوباکترپيلوري،  ژن ايزوژنيک با ش
 قبل r-FlgK پروتئين با شده ايمن گروه flg-K (M) شده موتانت

. گرديدند تقسيم I هليکوباکترپيلوري وحشي گونه با دادن چالش از
ـــت از پس هاگروه  one way ANOVA آماري آزمون با اليزا تس

سي سخ در يمعنادار تفاوت و گرديدند برر  بين همچنين و Wو  پا
M و I پاســخ در معناداري تفاوت گروه هر در همچنين. شــد ديده 

لذا دليل ). ۲۵( شد ديده پژوهش چهارم تا اول هفته از سرولوژيک
که فلاژل داراي کمترين تنوع  ـــت ژنيآنتآن نديد  عنوانبهي اس کا

ـــن هليکوباکتر پيلوري  ـــاخت واکس معرفي  توانديمخوبي براي س
ــاس گردد. بر ــال در همکاران و Waskito از يامقاله اس  ۲۰۱۸ س

ـــاختار ـــلول در پيلوري هليکوباکتر فلاژل س  باعث اپيتليال يهاس
ـــح افزايش ـــايتوکاين ترش و  IL-6، IL-8 ازجمله التهابي هاي س

TNF-α ـــوديم ـــت نتايج. ش  پروتئين که TNF-α براي الايزا تس
ــب با) FlgE2( نوترکيب  از افزايش باعث متفاوت يهارقت در تناس

ــايتوکين غلظت  نشــان را کنترل گروه با مقايســه در را TNF-α س
هديم فاوتي ميزان همچنين. د ـــح در مت  ســـاير و TNF-α ترش

ـــد گزارش نوترکيب پروتئين از ۴ و µg/ml ۴۰-۲۰ يهارقت . نش
. بودند هم به نزديک و معنادار نتايج که دهديم نشــان آماري زيآنال

ظت تايج اين و پروتئين µg/ml ۴۰ درغل عه با ن طال  Waskito م
شت معنايي قرابت صي مطالعه تاکنون). ۲۶( دا صا  اين روي بر اخت
 ما پژوهش در بار اولين براي و است نگرفته صورت نوترکيب فاکتور

ــده پرداخته آن به ــت ش ــان پژوهش اين نتايج. اس  اين دهديم نش
 نيترمهم از يکي عنوانبه ماکروفاژها تکثير تحريک موجب فاکتور
شح و توليد افزايش سبب و گردديم ايمني يهاسلول  TNF-α تر

بات نيترمهم از يکي عنوانبه عال و محرک ترکي نده ف  ايمني کن
   به پاسخ و پاکسازي در فاکتور اين که شوديم اکتسابي و ذاتي



 ۱۴۰۱فروردين ، ۱، شماره ۳۳دوره   پزشکيمطالعات علوم مجله 
  

٥١  

  
ستم موقع سيار ايمني سي ست مهم ب  توانديم فاکتور اين لذا. ا

 مطرح باکتري اين براي واکســـن طراحي براي کانديد يک عنوانبه
  .باشد

  

 يتشکر و قدردان
ـــي نگارش اين ـــماره  بخش از برنامه  ٤٠٠٠٦٧٣از طرح به ش
ICRP هاي مرکز مطالعات و همکاري يهاتيحما، که از باشـــديم

ـــده علمي بين المللي وزارت علوم، تحقيقات و فناوري بهره مند ش
  است.
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Abstract 
Background & Aims: Helicobacter pylori is a gram-negative bacillus that can be colonized in the 
mucosal layers of the human stomach. According to the classification of the World Health Organization, 
this organism is among the class 1 carcinogens. Although numerous studies have been performed on the 
reaction between H. pylori and immune cells, however, the study of the reaction of individual pathogens 
with these cells can reveal obscure aspects of the pathogenesis of this bacterium. It is important to study 
the reaction between some pathogenic factors of H. pylori such as CagA and VacA with immune cells 
has begun. On the other hand, by examining the type of reaction of a factor that is considered also as a 
vaccine candidate, we can evaluate the type of immune cell stimulation behavior of the factor in vitro 
before injection of it into the laboratory animal. FlgE2 recombinant protein from H. pylori can be 
considered as a suitable candidate that has not been studied yet. The aim of this study was to evaluate 
the immunological effects of FlgE2 on the amount of TNF-alpha production in macrophage cells in 
laboratory conditions by ELISA method. 
Materials & Methods: In this experimental study with the bioethical code of SBU/1542/D, FlgE2 
recombinant protein was expressed and purified. Peritoneal macrophages of mice were extracted. 
Different concentrations of 4, 20, 40, and 80 μg/ml were used to evaluate the effects of recombinant 
protein on macrophage cells. Exposure supernatant was isolated and used to evaluate the effects of 
cytokines on ELISA. 
Results: Based on statistical analysis, the highest secretion was observed at the concentration of 20 
µg/ml and then at the concentration of 4 µg/ml (P<0.0001) and 40 µg/ml (P <0.0017). Statistical analysis 
shows that there was a significant and close difference at 4, 20, and 40 µg/ml, compared to the control 
group; however, the amount of TNF-α at the concentration of 80 µg/ml was not significantly different 
from control group (P = 0.4028). 
Conclusion: This study showed that the recombinant FlgE2 protein is one of the important factors in 
the pathogenicity of H. pylori and its structure and function are very important for effective vaccine 
candidate strategies. This protein factor can stimulate the immune system and activate macrophages. As 
a result, investigation of the effects of this protein separately can lead to new treatment strategies and 
prevention of H. pylori infections, which has involved half of the world's population. 
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