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 چکيده
شود می محسوب انسان در ها عفونت ترين شايع از يکی ادراري، دستگاه عفونت : زمينه و هدف

ها ترين عامل آن شناخته شده است. اين سويه عنوان شايع يوروپاتوژن به اشريشيا کلیهاي سويه و

ها عامل توانند با حرکت به سمت کليه شوند که می مثانه کلونيزه شده و باعث سيستيت میدر 

و ايجاد  UPECهاي در کلونيزاسيون سويه FimHکه پروتئين  پيلونفريت شوند. از آنجايی

عنوان کانديد ايمونوژن  به FimHعفونت، نقش بسيار مهمی دارد اين مطالعه با هدف تهيه پروتئين 

 نت ادراري صورت گرفت.عليه عفو

عنوان کانديد ايمونوژن انتخاب شد. از  به fimHدر تحقيق حاضر، ادهسين  :بررسي  روش

تکثير گرديد.  PCRبا  fimHژنومی استخراج و سپس ژن  DNA، 01213سويه  اشريشيا کلی

يابی مورد تأييد قرار گرفت.  کلون شده و با توالی pBlueScript SKدر وکتور  PCRمحصول 

 وارد شد.  pET23aتکثير و در وکتور بيانی  PCRبا  fimHسپس دومين لکتين ژن 

 (DE3)سويه  اشريشيا کلیيابی تأييد و در با توالی pET/fimHکلون به دست آمده  :ها يافته

Origami  وارد شد. بيان پروتئين نوترکيبFimH  در باکتري باSDS-PAGE  وwestern blot 

 مورد تأييد قرار گرفت. 

زايی در حيوان تواند براي ارزيابی ايمنیطبق نتايج اين مطالعه پروتئين حاصل می :گيري نتيجه

 بررسی گردد.

 ؛FimHواکسن نوترکيب، پروتئين  ؛يوروپاتوژن اشريشيا کلی ؛عفونت ادراريها:  کليد واژه

 اشريشياکلی.

 

 مجله دانشگاه علوم پزشکي قم
 39 شهريورـ مرداد دوره هشتم، شماره سوم، 

  92الي  22صفحه 

 
  مقاله پژوهشيمقاله پژوهشي

(Original Article) 
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as an acandidate immunogenagainst urinary infection. 
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  و همکاران مسعود زندي                                                                        عنوان کانديد ايمونوژن عليه عفونت ادراري به FimHکلونينگ و بيان دومن لکتينی پروتئين 

 مقدمه 

توانايی ها است که  اي از باکتري، جزء گونهاشريشيا کلی

هاي هاي متعدد محيطی و ميزبانشدن و دوام در زيستگاه کلونيزه

       از محل  اشريشيا کلیهاي  برخی سويه جانوري را دارد.

                     زندگی خود خارج شده و توانايی ايجاد بيماري در ميزبان 

                          عنوان   زا به هاي بيماريآورند. اين سويهمیدست را به 

                        ايزاي خارج روده بيماري اشريشيا کلیزا يا  اسهال اشريشيا کلی

ExPEC (Extraintestinal Pathogenic E. coli) بندي طبقه   

      اي بيماريزاي خارج روده اشريشيا کلیهاي  سويه شوند.می

اعصاب مرکزي و لوله هايی مانند خون، سيستم توانند در محلمی

هاي ادراري کلونيزه شده و سبب بيماري شوند. در بين سويه

 اشريشيا کلیهاي اي، سويهزاي خارج رودهبيماري اشريشيا کلی

   ترين  شايع (Uropathogenic E.coli, UPEC)يوروپاتوژن 

ها عامل هاي عامل بيماري در انسان هستند. اين باکتريسويه

     UTI (Urinary Tract Infection)عفونت مجراي ادراري 

%( 13اي از عفونت ادراري بيمارستانی )%( و بخش عمده21-03)

 در هاعفونت ترين شايع از يکی(. عفونت ادراري 1باشند ) می

. دارد قرار سن و جنسيت تأثير تحت که شودمی محسوب انسان

. است ادراري عفونت ايجاد در غالب باکتري اشريشيا کلی،

 هاي ژن از ايمجموعه داراي يوروپاتوژن،همچنين اين باکتري 

          هـغلب به ادرـق آن را هـک ودهـب زا اريـبيم ايـورهـاکتـف کدکننده

            اين ونيزاسيون درـکل و ادراري اهـدستگ یـاعـدف ايـدهـس رـب

    ازـآغ در روريـض هـرحلـم ال،ـاتص(. 2کند )می زبانـمي از هـناحي

        تهاجمی عفونت مقدمه و است ميزبان مخاطی سطوح کلونيزاسيون

       توانايی هاسويه اين خصوصيت ترين مهم(. 0شود )می محسوب

 واسطه به ميزبان يورواپيتليوم هاي سلول سطح در آنها دنشهکلونيز

 روي بر را هايیادهسين ها،باکتري (.4-1) است ادهسين داشتن

 اوليگومرهاي منومر، ساختار تواند می که کنندمی بيان خود سطح

(Pili) پيلی يا (Fimbriae) فيمبريه نام به فيبري ساختار يا و ساده
 

  نوع دويوروپاتوژن  اشريشيا کلیح ـسط روي رـب (.0د )ـباش هـداشت

 

 

 

 

و  1 تيپ فيمبريه که ها فيمبريه اين است. تشخيص قابل مهم فيمبريه

P  بـه  و بـوده  هـا ادهسـين  يـا  ليگانـدها  کننـده  حمـل  دارنـد،  نـام 

 بـراي  (.3شـوند ) مـی  متصـل  هاسلول سطح در موجود هاي گيرنده

 قـرار  fimژنـی   دسته در که ژن 2 حداقل ،1 تيپ پيلی مونتاژ و بيان

 و بـوده  پيچيـده  ساختاري داراي پيلی اين(. 2،13) است نياز دارند

 و fimGحـاوي   کـه  نوك در کوچک فيبريلی ساختار يک آن در

 باشـد، بـه  مـی   FimFاز  جزئـی  احتمـاًً ترکيـب   و FimH ادهسين

 اسـت.  شـده  متصـل  FimAزيرواحـدهاي   حـاوي  اي ميلـه  سـاختار 

 سلول داخل به باکتري جذب براي FimH دهند می نشان مطالعات

و در رأس  1تيپ  که پيلی از آنجايی (.11است ) ًزم مثانه تليال اپی

در اتصال باکتري نقش مهمی دارند، لـذا تهيـه    FimHپروتئين  آن

توانـد  سازي براساس اين پروتئين مـی پروتئين نوترکيب آن و ايمن

(. ايـن مطالعـه بـا    12عنوان يک کانديد ايمونـوژن مطـرح شـود )    به

عنوان کانديد ايمونوژن عليه عفونـت   به FimHهدف تهيه پروتئين 

ادراري صورت گرفت تا بتوان از آن براي مطالعـات ايمونولـوژي   

 استفاده نمود. 

 

 بررسيروش

در اين مطالعه از سويه : PCRژنوميک و  DNAاستخراج 

براي تهيه ژن مورد بررسی  fimHحاوي ژن  01213 اشريشيا کلی

ميکروب انستيتو پاستور ايران استفاده شد. اين سويه از بانک 

خريداري شد. سپس باکتري در محيط نوترينت براث کشت داده 

    DNAراج ـت استخـاده از کيـا استفـک بـژنومي DNAد و ـش

ی ـراي بررسـد. بـه دست آمـی( بـره جنوبـ، کBioneer)شرکت 

، از روش ژل الکتروفورز و اسپکتروفتومتر استفاده DNAکيفيت 

، پرايمرهاي مورد نياز طراحی شدند PCRاي انجام گرديد. بر

 اشريشيا کلی fimH(. توالی نوکلئوتيدي ژن 1)جدول شماره 

 به دست آمد. اين توالی  NCBI، از بانک ژنی UTI89سويه 

کند  اسيدآمينه را کد می 031باشد و  جفت باز می 230داراي 

 کيلو دالتون(. 03)پروتئينی با وزن مولکولی 

 

 

 

 

 fimH: توالي پرايمرهاي ژن 1شماره جدول 

 عنوان توالي

5'-TCCCGTTACAGGTCAGAGC-3' Forward primer 

5'-GTGCAGGTTTTAGCTTCAGG-3' Reverse primer 
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  و همکاران مسعود زندي                                                                        عنوان کانديد ايمونوژن عليه عفونت ادراري به FimHکلونينگ و بيان دومن لکتينی پروتئين 

اين آنزيم :  pfu DNA polymeraseبا آنزيم fimHتکثير ژن 

، از PCRبوده و طی فرآيند  Proof Readingداراي خاصيت 

    با آنزيم fimHاشتباه کمتري برخوردار است. بدين دليل، ژن 

pfu DNA polymerase  در درون دستگاه ترموسايکلر

(Thermocycler) صورت:  هاي حرارتی بهتکثير شد. برنامه سيکل

دقيقه، دماهاي موجود در  4به مدت  c24°دماي دناتوراسيون اوليه 

دقيقه،  1به مدت  c24°سيکل شامل دماي دناتوراسيون  01لوپ با 

به  c02°سازي،  دقيقه و دماي طويل 1به مدت  c01°دماي اتصال 

سازي نهايی شامل  دقيقه بود که در نهايت، دماي طويل 1مدت 

°c02  دقيقه مورد استفاده قرار گرفت. پس از اتمام  1به مدت

در کنار مارکر وزن مولکولی و نمونه  PCRها، محصول سيکل

% الکتروفورز گرديد و بر روي 1، بر روي ژل آگارز PCRکنترل 

دستگاه ترانس لوميناتور، باندهاي مربوطه مورد ارزيابی قرار 

 اري شد. نگهد  -c23°نيز در  PCRگرفت. بقيه محصول 

ور ـتـرون وکد PCRول ـصـردن محـک ونـلـک

(pBluescriptIISK): وکتور   پس از برش آنزيمی

pBluescriptIISK  توسط آنزيم محدودگرEcoRV ،DNA 

به نوترکيب توليدشده  اتصال يافت و انتقال ناقلخارجی به آن 

 .انجام گرفت 'TOP10Fاز باکتري  هاي مستعد درون سلول

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

بعد : ل نوترکيبـاوي ناقـي حـو انتخاب کلن ريـغربالگ

آبی  -هاي سفيد  ها به روش غربالگري کلنی ها، پليت از رشد کلنی

هاي سفيد و  که تعدادي از کلنی ترتيب بررسی شدند. بدين

سلين انتخاب شدند.  هاي تتراسايکلين و آمپی بيوتيک آنتی

 DNAسفيدبودن رنگ کلنی نيز دليل بر اين بود که ناقل واجد 

شده براي مرحله استخراج  هاي انتخاب باشد. کلنی خارجی می

DNA .استخراج  پلاسميدي و در پی آن آناليز آنزيمی آماده شدند

DNA ور تأييد و انتخاب منظ پلاسميدي و انجام آناليز آنزيمی به

هاي  کلنی صحيح )کلنی حاوي وکتور نوترکيب صحيح( با آنزيم

EcoRI  وHindIII  و در نتيجه تأييد صحت انجام کلونينگ

 صورت گرفت.

شده:  ونـکل fimHدي ژن ـوتيـلئـوکـي نـوالـتعيين ت

اي که داراي  شده در مرحله قبل، نمونه از پلاسميدهاي استخراج

شده  بود، انتخاب و براي تعيين توالی ژن کلونپلاسميد نوترکيب 

 به خارج از کشور ارسال شد. 

براي در وکتور بياني:  fimHکلون کردن ژن  ساب

 pET23aدر وکتور بيانی  fimHکلون کردن دومن لکتينی  ساب

 طراحی شد. 1شرح شکل شماره  به پرايمر

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CATATGTTCGCCTGTAAAACCGCCAATGGTACCGCAATCCCTATTGGCGGTGGCAGCGCCAATGTTTATGTAA

ACCTTGCGCCTGCCGTGAATGTGGGGCAAAACCTGGTCGTAGATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGA

TTACCCAGAAACCATTACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGTGCGGCTTATGGCGGCGTGTTATCTAGTTTT

TCCGGGACCGTAAAATATAATGGCAGTAGCTATCCTTTCCCTACTACCAGCGAAACGCCGCGGGTTGTTTATA

ATTCGAGAACGGATAAGCCGTGGCCGGTGGCGCTTTATTTGACGCCGGTGAGCAGTGCGGGGGGAGTGGCGA

TTAAAGCTGGCTCATTAATTGCCGTGCTTATTTTGCGACAGACCAACAACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTT

GTGTGGAATATTTACGCCAATAATGATGTGGTGGTGCACCACCACCACCACCACTAATGAGAATTC 

 هاي برش آنزيمي،  که براي تکثير استفاده شده است. سايت fimH: توالي قطعه لکتين از ژن 1شکل شماره 

 اند. هاي خاتمه با زيرخط مشخص شده توالي نشانه هيستيدين و کدون
 

CATATG: NdeI restriction site (ATG used as start codon), fimH lectin domain sequence (رنگ سبز), 

CACCACCACCACCACCAC: His-tag sequence, TAATGA: Two stop codons, GAATTC: EcoRI restriction site, Total sequence: 

504 bp 
 

پس از هضم  PCRمحصول  :pET23aدر  fimHکلونينگ 

 T4وارد و با آنزيم  pET23aخورده  آنزيمی در وکتور برش

DNA Ligase تيمار شد. سپس از باکتريE. coli Top10F
’ ،

سلول مستعد تهيه و محصول ليگاسيون به آن منتقل گرديد. در 

هاي  هاي حاصل، پلاسميد استخراج شد. کلونادامه، از کلون

 مورد نظر براي تأييد آنزيمی استفاده شدند. 

 

 :E. coli Origami(DE3)کشت و القاي سويه نوترکيب 
هاي نوترکيب با انتقال ناقل نوترکيب به سلول ميزبان بيان پروتئين

گيرد. در ها صورت می پروتئين در اين سلول و القاي توليد

 IPTG ،RNAا ـوز يـاي با ًکتـت القـتح pETاي ـه مـسيست

Polymerase T7 شود و در نهايت، اين توليد میRNA  پليمراز   

 ه است ـرفتـرار گـور قـر که در روي اين وکتـورد نظـاز روي ژن م
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  و همکاران مسعود زندي                                                                        عنوان کانديد ايمونوژن عليه عفونت ادراري به FimHکلونينگ و بيان دومن لکتينی پروتئين 

شده به پروتئين مورد نظر  رونويسی RNAکند، سپس رونويسی می

 .شود ترجمه می

     با روش: تأييد بيان پروتئين نوترکيب قطعه لکتين

SDS-PAGE سپس ،Western blotting بيان پروتئين قطعه ،

 لکتين تأييد شد.

 
 ها يافته

 ک ـالعه، از تکنيـدر اين مط :PCRبا روش   fimHژن  رـيـتکث

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PCR  ــزيم ــه   pfuو آن ــد. ب ــتفاده گردي ــر ژن اس ــراي تکثي ــور  ب     منظ

دست آوردن دمـاي اتصـال مناسـب،     و به PCRسازي شرايط بهينه

PCR     در دماهاي متفاوت انجام گرفت که بهترين دما بـا توجـه بـه

پروسـه   شده روي ژل آگارز انتخـاب شـد. در نهايـت،    باند مشاهده

سيکل انجام شـد. شـکل    01، به تعداد c10°در دماي اتصال  تکثير

 pfu( با آنزيم fimHژن ) PCRنتيجه الکتروفورز محصول  2شماره 

 bp 1074دهد. اندازه مورد نظـر   % نشان می3/3را روي ژل آگارز 

 بوده است.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 1kb مارکر: 5، 72-75 دماهاي: 6-1 .(fimH ژن) PCR محصول الکتروفورز نتيجه :2شکل شماره 

 

 
    1         2       3       4        5       6       7   

1000 bp 

کـه در   ClustalWافـزار   پس از دريافت نتيجـه، بـا اسـتفاده از نـرم    

شـده بـا تـرادف     باشد، توالی قرائت موجود می EBIسايت اينترنتی 

تـراز شـدند    و هـم مقايسـه   E. coli UTI89مربـو  بـه    fimHژنـی  

 (. 0)شکل شماره 

 

نوکلئوتيـد بـا    0دو تـوالی در   نتيجه حاصل از مقايسه نشان داد اين

انتظـار بـود؛ زيـرا ژن     يکديگر اختلاف دارند. اين اختلافـات قابـل  

fimH باشد. داراي تنوع می 
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  و همکاران مسعود زندي                                                                        عنوان کانديد ايمونوژن عليه عفونت ادراري به FimHکلونينگ و بيان دومن لکتينی پروتئين 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                     ATGAAACGAGTTATTACCCTGTTTGCTGTACTGCTGATGGGCTGGTCGGT      
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
fimH               1 ATGAAACGAGTTATTACCCTGTTTGCTGTACTGCTGATGGGCTGGTCGGT      
 
4913555-49144     51 AAATGCCTGGTCATTCGCCTGTAAAACCGCCAATGGTACCGCAATCCCTA     
                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||.||||||| 
fimH              51 AAATGCCTGGTCATTCGCCTGTAAAACCGCCAATGGTACCGCTATCCCTA     
 
4913555-49144    101 TTGGCGGTGGCAGCGCCAATGTTTATGTAAACCTTGCGCCTGCCGTGAAT     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
fimH             101 TTGGCGGTGGCAGCGCCAATGTTTATGTAAACCTTGCGCCTGCCGTGAAT     
 
4913555-49144    151 GTGGGGCAAAACCTGGTCGTAGATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAA     
                     ||||||||||||||||||||.||||||||||||||||||||||||||||| 
fimH             151 GTGGGGCAAAACCTGGTCGTGGATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAA     
 
4913555-49144    201 CGATTACCCAGAAACCATTACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGTGCGG     
                     |||||||||.||||||||||||||||||||||||||||||||||||.||| 
fimH             201 CGATTACCCGGAAACCATTACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGTTCGG     
 
4913555-49144    251 CTTATGGCGGCGTGTTATCTAGTTTTTCCGGGACCGTAAAATATAATGGC     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
fimH            251 CTTATGGCGGCGTGTTATCTAGTTTTTCCGGGACCGTAAAATATAATGGC     
 
4913555-49144    301 AGTAGCTATCCTTTCCCTACTACCAGCGAAACGCCGCGGGTTGTTTATAA     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
fimH             301 AGTAGCTATCCTTTCCCTACTACCAGCGAAACGCCGCGGGTTGTTTATAA     
 
4913555-49144    351 TTCGAGAACGGATAAGCCGTGGCCGGTGGCGCTTTATTTGACGCCGGTGA     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||.|||| 
fimH             351 TTCGAGAACGGATAAGCCGTGGCCGGTGGCGCTTTATTTGACGCCTGTGA     
 
4913555-49144    401 GCAGTGCGGGGGGAGTGGCGATTAAAGCTGGCTCATTAATTGCCGTGCTT     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
fimH             401 GCAGTGCGGGGGGAGTGGCGATTAAAGCTGGCTCATTAATTGCCGTGCTT     
 
4913555-49144    451 ATTTTGCGACAGACCAACAACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGTG     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
fimH             451 ATTTTGCGACAGACCAACAACTATAACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGTG     
 
4913555-49144    501 GAATATTTACGCCAATAATGATGTGGTGGTGCCCACTGGCGGCTGCGATG     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||.|||| 
fimH             501 GAATATTTACGCCAATAATGATGTGGTGGTGCCCACTGGCGGCTGTGATG     
 
4913555-49144    551 TTTCTGCTCGTGATGTCACCGTTACTCTGCCGGACTACCCTGGTTCAGTG     
                     ||||||||||||||||||||||||||.||||||||||||||||||||||| 
fimH             551 TTTCTGCTCGTGATGTCACCGTTACTTTGCCGGACTACCCTGGTTCAGTG     
 
4913555-49144    601 CCGATTCCTCTTACCGTTTATTGTGCGAAAAGCCAAAACCTGGGGTATTA     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
fimH             601 CCGATTCCTCTTACCGTTTATTGTGCGAAAAGCCAAAACCTGGGGTATTA     
 
4913555-49144    651 CCTCTCCGGCACAACCGCAGATGCGGGCAACTCGATTTTCACCAATACCG     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
fimH             651 CCTCTCCGGCACAACCGCAGATGCGGGCAACTCGATTTTCACCAATACCG     
 
4913555-49144    701 CGTCGTTTTCACCCGCGCAGGGCGTCGGCGTACAGTTGACGCGCAACGGT     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
fimH             701 CGTCGTTTTCACCCGCGCAGGGCGTCGGCGTACAGTTGACGCGCAACGGT     
 
4913555-49144    751 ACGATTATTCCAGCGAATAACACGGTATCGTTAGGAGCAGTAGGGACTTC     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
fimH            751 ACGATTATTCCAGCGAATAACACGGTATCGTTAGGAGCAGTAGGGACTTC     
 
4913555-49144    801 GGCGGTAAGTCTGGGATTAACGGCAAATTACGCACGTACCGGAGGGCAGG     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
fimH             801 GGCGGTAAGTCTGGGATTAACGGCAAATTACGCACGTACCGGAGGGCAGG     
 
4913555-49144    851 TGACTGCAGGGAATGTGCAATCGATTATTGGCGTGACTTTTGTTTATCAA     
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
fimH             851 TGACTGCAGGGAATGTGCAATCGATTATTGGCGTGACTTTTGTTTATCAA    
 
4913555-49144    901 TAA    903 
                     ||| 
fimH             901 TAA    903 

 موجود در  fimH ه با توالي ژنشد نوکلئوتيدي ژن کلون Alignmentنتيجه  :9شکل شماره 
 اند. صورت زيرخط نشان داده شده : اختلافات نوکلئوتيدي بهNCBIبانک ژني 
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پس از ترنسفورم نمودن  :E. coliدر  fimHنتايج بيان ژن 

هاي داراي  ، انجام کشت و القاي باکتريE. coli origamiباکتري 

 ايـاي قبل و بعد از القـري در زمانهـگي و نمونه pET/fimHوکتور 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SDS-PAGE .نتايج را  4شکل شماره  و وسترن بلات انجام شد

 دهد. نشان می

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 ؛ pET23aداراي وکتور  E. coliباکتري  -2؛ pET23aفاقد وکتور  E. coliباکتري  -SDS-PAGE .1: نتيجه 2شکل شماره 

  E. coliباکتري  -7؛  T0.5زمان pET/fimHداراي وکتور  E. coliباکتري  -2 ؛ T0زمان pET/fimHداراي وکتور  E. coliباکتري -9

 pET/fimHداراي وکتور  E. coliباکتري  -5؛  T2زمان pET/fimHداراي وکتور  E. coliباکتري  -6؛  T1زمان pET/fimHداراي وکتور 

  ؛ T5زمان pET/fimHداراي وکتور  E. coliباکتري  -3؛  T4زمان pET/fimHداراي وکتور  E. coliباکتري  -8؛  T3زمان

 مارکر پروتئيني -11؛ KDa 17.2شده با وزن  پروتئين تخليص -11

 

 

                       1        2          3         4          5         6         7         8          9        10       11  

14.4 KDa 

18.4 KDa 

 بحث
باشد.  هاي ادراري در جوامع مختلف بسيار باً می شيوع عفونت

زنان بزرگسال حداقل تجربه % 43عنوان مثال در اياًت متحده،  به

اند و  خود داشته  بار ابتلا به عفونت ادراري را در طول زندگی يک

ميليون مورد عفونت ادراري در سال که به مراکز  0براي حدود 

کنند بيش از يک ميليارد دًر هزينه  درمانی در آمريکا مراجعه می

% 31بوده و علت بيش از  UTIعامل اصلی  اشريشيا کلیشود. می

هاي عودکننده و  % سيستيت11سيستيت و پيلونفريت حاد، بيش از 

% پيلونفريت عودکننده است. از طرفی، مخزن 01علت حداقل 

فلور مدفوعی است که باکتري در ناحيه مخاطی  UPECهاي  سويه

صورت باًرونده با رسيدن به مثانه،  ادراري تناسلی منتشر شده و به

شود. پس از اتصال باکتري که با  یتليال ناحيه متصل م به اپی

گيرد، تکثير يافته و عفونت  هاي پيلی صورت می واسطه ادهسين

که باکتري حرکت باًرونده  درصورتی دهد.موضعی سيستيت می

تواند سبب ايجاد پيلونفريت  داشته باشد و به بافت کليه برسد می

 شود.

هاي حاد  يکی از راههاي کاهش و محدود نمودن عفونت

هاي  بيوتيک بوده که در حال حاضر سويه ادراري، استفاده از آنتی

بيوتيک در حال افزايش است. راهکار ديگر، تهيه  مقاوم به آنتی

که مرحله اتصال در  از آنجايیباشد.  ها می واکسن عليه اين عفونت

کلونيزاسيون و در پی آن ايجاد عفونت بسيار مهم است؛ يکی از 

هاي کاربردي، مهار اتصال باکتري است. از اين رو تهيه  استراتژي

موردتوجه است  UPECهاي  هاي سويه واکسن حاوي ادهسين

(10.) 

هاي  که حاوي سويه Solco-urovacنام  واکسنی به 1221در سال 

دختر  13اي به  صورت داخل عضله يوروپاتوژن غيرفعال بود، به

عودکننده داشتند تلقيح شد، سپس يک  UTIساله که  11-1

ماه تزريق گرديد. اين واکسيناسيون سبب  1بوستر نيز پس از 

در ادرار شد. گروه شاهد  sIgAکاهش عود عفونت و افزايش 

واکسنی  1220سال  در (.14يک از اين علائم را نشان ندادند ) هيچ

 ( بود تهيه گرديد.FimH)1تيپ  که حاوي ادهسين نوك پيلی
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به کشت  UPECهاي  بادي ضد اين واکسن از اتصال سويه آنتی

سازي مدل  هاي مثانه انسانی جلوگيري و پس از ايمن سلول

يافت و در  % کاهش می22حيوانی موش، کلونيزاسيون باکتري تا 

(. اين محققين در 11شناسايی بود ) قابل IgG-fimHادرار آنها نيز 

نيز اين واکسن را روي مدل حيوانی ميمون انجام دادند  2333سال 

ميمون نسبت به تلقيح سويه پاتوژن  0شده،  ميمون ايمن 4و از 

محافظ بخش در  IgGعامل سيستيت، مقاومت نشان دادند و 

 2330در سال  (.11مخا  ناحيه ادراري تناسلی شناسايی شد )

باکتري يوروپاتوژن بود و  13واکسنی تهيه گرديد که محتوي 

صورت واژينال تلقيح شد. نتايج واکسن در تمام  زن به 14روي 

ماه پيگيري و نشان داد اين واکسن هيچ  1افراد به مدت  اين

در سال  (.10اي نداشته و باعث ايمنی در آنها شده است ) عارضه

2331، Suhk-Neung  و همکاران پروتئينFimH  را باCTXA2B 

 FimHزايی  صورت فيوژن تهيه کردند تا ايمنی به LTXA2Bو 

صورت دهانی به  بههاي ادغامی را  افزايش يابد و اين پروتئين

ها نسبت به  موش تلقيح کردند. همچنين نشان دادند اين موش

اند و مقدار  بيشتري در خونشان داشته IgGهاي گروه کنترل،  موش

IgA  (.13است ) يافتهترشحی آنها در مخا  افزايش Naber  و

هاي متعددي را که عليه عفونت ، واکسن2333همکاران در سال 

و داراي علامت تجاري نيز بود گزارش ادراري ساخته شده 

 کردند که شامل اين موارد بود:

شده با حرارت از  سروتيپ کشته 1که حاوي  OM-89کپسول  -1

UPEC .است 

2- StroVac  وSolcoUrovac صورت داخل  که به ترتيب به

باکتري  13شوند و حاوي عضله و از راه واژن استفاده می

سروتيپ مختلف از  1ها شامل هستند. اين UTIشده عامل  کشته

UPEC ،مورگانلا مورگانی، کلبسيلا پنومونيه، پرتئوس ولگاريس 

 باشند.  نيز می انتروکوك فکاليسو 

0- Urostim  که حاوي چهارگونه باکتري عاملUTI ؛ يعنی

کلبسيلا ، Rcموتانت  اشريشيا کلیو  1تيپ  مولد پيلی اشريشيا کلی
همراه  به انتروکوك فکاليسو  پروتئوس ميرابيليس، پنومونيه

 عصاره سلولی آنها است.

4- Urvakol  که شاملUPEC ،پروتئوس ، کلبسيلا پنومونيه
 وده و ـب انتروکوك فکاليسو  سودوموناس آئروجينوزا، ميرابيليس

 

    عنوان ادجوانت استفاده شده است.  بهنيز باکتريوم اکنه از پروپيونی

         ها بعضاً بايستی است که اين واکسن توجه آن اما نکته قابل

ی ـراحـبا ط (.12وند )ـرف شـاله مصـس ا يکـش تـاي شـا دوزهـب

            زيمـا آنـب PCRی و ـزيمـرش آنـايت، بـاوي سـاي حـرهـپرايم

pfu DNA polymerase ی ـانـور بيـر در وکتـورد نظـژن م

توجه اين مرحله، در  کلون شد. از نکات قابل پروکاريوتی، ساب

هيستيدين در پرايمر بيان در سيستم  1نظرگرفتن توالی کدکننده 

در  FimHبادي اختصاصی پروتئين  پروکاريوتی بود؛ چراکه آنتی

دسترس نبود و از طرفی، اگر از توالی هيستيدينی وکتور استفاده 

اضافه  FimHشد يک توالی اضافی پروتئينی به پروتئين  می

شده  هاي کلونهاي يک ميزبان مناسب براي ژنويژگیگرديد.  می

هاي ارزان عبارتند از: تکثير سريع، توانايی رشد در محيط کشت

وسيله  شدن بهزا نبودن قابليت ترانسفورمه قيمت، مضر يا بيماري

DNA ت.ـشـداري در کـايـو پ  

هايی کردن، ميکروارگانيسم راي کلونـا بـهترين ميزبانبـمناس

خوبی رشد کرده و اطلاعات ژنتيکی زيادي در مورد  که به هستند

ه ـوان بـتیـاسب مـاي منـهريـرس است. از باکتـا در دستـآنه

سويه بيانی  (.23) اشاره نمود باسيلوس سوبتيليسو  اشريشياکلی

(E. coli Origami) DE3 هاي خاصی  ها و ژنداراي موتاسيون

 . باشد می pETشده درون وکتورهاي  هاي کلونمنظور بيان ژن به

باشند که در  ها داراي يک باکتريوفاژ ًمبداي ناقص میاين سويه

قرار داده  Lacتحت پروموتور  T7 RNA Polymeraseاين فاژ ژن 

پليمراز را  RNA، اين IPTGشده است و تحت القاي با ًکتوز يا 

ر روي و اين پليمراز رونويسی از ژن مورد نظر د کند میسنتز 

عنوان ميزبان  به اشريشيا کلیوکتور را به عهده دارد. استفاده از 

 گيرد:هاي نوترکيب به اين دًيل صورت میبراي توليد فرآورده

          د باً )زمان تکثير نسل حدودـسرعت رش ؛ارـاختـی سـادگـس

 ها. قابليت بيان ميزان باًيی از پروتئين ؛عدم پاتوژنيسيته ؛دقيقه( 23

مشتق شده است. اين سوش  E. coli K-12از  Origamiسويه بيانی 

( و trxBهاي تيوردوکسين ردوکتاز )بيانی واجد موتاسيون در ژن

باشد. اين دو موتاسيون اين امکان را  ( میgorگلوتاتيون ردوکتاز )

شده در  هاي ساختهپروتئينکند که براي باکتري فراهم می

سولفيدي باشند. همچنين اين دو  ديسيتوپلاسم واجد پيوندهاي 

 انامايسين ـهاي کبيوتيک موتاسيون به ترتيب باعث مقاومت به آنتی
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براي استفاده از  Origamiبنابراين، شوند. و تتراسايکلين می

  پلاسميدهايی که مقاومت به کانامايسين و تتراسايکلين را کد 

کنند طراحی نشده است. در واقع، اين سويه با پلاسميدهايی می

   سيلين مقاوم باشند. اين سويه همچنين سازگار است که به آمپی

  ن ـه ايـت کـی اسـمنف ompTو  lon proteaseاي ـهر ژنـاز نظ

شده در اين باکتري را  پروتئين نوترکيب بيانها حلاليت موتاسيون

 دهد.  شدت افزايش می به

هاي علاوه بر اين، تحقيقات نشان داده است بيان بعضی از پروتئين

هاي بيانی برابر بيشتر از ساير سويه 13نوترکيب در اين باکتري تا 

صورت تجاري از سوي  به pETسري وکتورهاي باشد. معمول می

     توليد شده است و راهنماي کارکردن با  Novagenشرکت 

          ان، ـونينگ، بيـه کلـاي بهينـهوهـا، شيـورهـري وکتـن سـواع ايـان

               هاي توليدي آنها در کاتالوگی با نامنگهداري و تخليص پروتئين

pET Manual System  از سوي اين شرکت ارائه شده است. با

کرشده در مورد اين سويه، در تحقيق توجه به خصوصيات ذ

 حاضر از آن استفاده شد. 

 

 

 

 گيري نتيجه
که براي درمان عفونت  هاي متعددي واکسنبررسی با توجه به 

توان پی به اهميت درمان  اند، می هگرفتقرار  مورد استفاده ادراري

عفونت ادراري برد، لذا در مطالعه حاضر تلاش گرديد پروتئين 

FimH زايی خوبی ايجاد کند و  طور کامل بيان شود تا هم ايمنی به

تليال متصل شود، همچنين از اتصال باکتري  هاي اپیهم به گيرنده

يوروپاتوژن نيز ممانعت به عمل آورد. در اين مطالعه بيان پروتئين 

هاي نوترکيب، فوايد واکسنانجام گرفت؛ زيرا  FimH نوترکيب

سنتی دارند و آنها به آسانی         يهابيشتري نسبت به واکسن

خطر و ارزان هستند و فاقد هرگونه اجزاي ديگر  بی ،وليدتقابل

ی ـوجب اثرات جانبـاً مـد که غالبـباشن می زـزا ني اريـامل بيمـع

ها در اين است که شود. مزيت ديگر اين واکسن نامطلوب می

زا به حالت زنده هستند. لذا در  مطلقاً فاقد هرگونه عامل بيماري

براي   با بيان اين پروتئين نوترکيب، گام مهمیمطالعه حاضر 

هاي ادراري برداشته شد که بررسی اين پروتئين درمان عفونت

 زايی در حيوان از موارد ضروري است.  براي ارزيابی ايمنی
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