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  چكيده

ترين  هاي دستگاه ادراري، يكي از شايع عفونت .باشد هاي ادراري مي عفونت غالب در يوروپاتوژن، پاتوژن اشريشياكلي :زمينه
عوامل مهم  هاي دخالت كننده در ايجاد عفونت، يكي از هاي مختلف باكتري ها و توكسين ژن با وجود آنتي .باشد هاي انساني مي عفونت

مهار اتصال بنابراين باشد،  چسبيدن باكتري به سطح سلول ميزبان مي هاي گرم منفي، هاي ناشي از اشريشياكلي و ساير باكتري در عفونت
كانديدي مناسب نمايد،  ميعنوان ادهسين عمل  به PapGاينكه، پروتئين  باشد. با توجه به راهكاري مناسب جهت مهار عفونت مي ،باكتري

  باشد. براي تهيه واكسن مي
استخراج گرديد. با طراحي پرايمر براي ژن  ،II papGه باليني حاوي ژن ژنوميك باكتري اشريشياكلي سوي DNA: ها مواد و روش

papG II واكنش ،PCR  انجام گرفت. محصولPCR در پلاسميد )SK-)pBluescript افزار  كلون گرديد. با استفاده از نرمClustalW 
  ژني آن بررسي گرديد.طراز گرديد و تنوع  دست آمده با توالي ژني موجود در بانك ژن هم توالي به MEGA4و 

  .باشد حفاظت شده مي DNAترمينال در سطح پروتئين و  Nبر اساس اين همطرازي، ناحيه  ها يافته
توان از آن براي طراحي واكسن عليه  شده است و مي هاي باليني يك توالي حفاظت در بين سويه PapGترمينال ژن  Nناحية  :گيري نتيجه

  عفونت ادراري استفاده نمود
 نگكلوني ،، ژنPتيپ  ، پيلياشريشياكلي يوروپاتوژن :ان كليديواژگ

ISMJ 2013; 16(1): 1-8 
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  مقدمه
فلور طبيعي روده انسان و  جزء ميكرو 1اشريشياكلي

عنوان عضو  تمامي حيوانات خونگرم است. باكتري به
عمومي اين هاي  ويژگي ،خانواده آنتروباكترياسه

عامل ترين  فراوان اشريشياكلي باشد. خانواده را دارا مي
باشد و بعد از باكتروئيدز  هاي ادراري مي ونتعف

 ).1دومين باكتري از لحاظ فراواني در روده است (
اشريشيا كلي يوروپاتوژن، عامل اوليه عفونت مجاري 

باشد كه شامل سيستيت و پيلونفريت  ادراري مي
باشند. اشريشياكلي يوروپاتوژن گروهي از  مي

ه در نتيجه نمايد ك فاكتورهاي ويرولانس را فعال مي
مقاومت باكتري  سببومي نمايد رشد باكتري را آسان 

  ).3و  2( گردد در داخل مجراي ادراري ميزبان مي
ها در  عفونت مجراي ادراري به كلونيزاسيون باكتري

هاي دستگاه ادراري  سيستم ادراري و تهاجم به بافت
 20شود كه حدود  تخمين زده مي، گردد اطلاق مي

بار دچار  طول زندگي حداقل يكدرصد از زنان در 
شوند و با افزايش سن اين  عفونت مجاري ادراري مي

شود. افزايش وقوع عفونت  احتمال بيشتر نيز مي
مجاري ادراري با افزايش سن براي هر دو جنس 

ها در زنان كوتاه مدت بوده  وجود دارد، اغلب عفونت
اما ميزان  شود، و اغلب منجر به آسيب كليوي نمي

عفونت مجاري ادراري در بين مردان جوان در وقوع 
  .)4سني بسيار كمتر است (گستره همان 

اتصال مرحله ضروري در آغاز كلونيزاسيون سطوح 
مخاطي ميزبان است و مقدمه عفونت تهاجمي 

  ). 5( شود محسوب مي
را  2اشريشياكلي يوروپاتوژن انواع مختلف ادهسين

 Sو پيلي  Pي ، پيلDr،afaهاي خانواده  مانند ادهسين

                                                 
1 Escherichia coli 
2 Adhesion 

ها يا  كند كه واسطه اتصال به گيرنده را بيان مي
 هاي گيرنده موجود روي يورواپيتليوم هستند. توپ اپي

 Pمقاوم به مانوز، فيمبريه  3هاي يك گروه از فيمبريه
 Pهاي گروه خوني  ژن است كه توان اتصال به آنتي

شود كه  نيز گفته مي Papبه اين فيمبريه  .انسان را دارد
 از اصطلاح پيلي همراه با پيلونفريت گرفته شده است.

ها متشكل از شش پروتئين ساختاري متمايز  اين پيلي
هستند و به حداقل دو محصول ژن اضافي براي تجمع 

است كه  PapAنياز دارند. پروتئين ساختاري اصلي 
شود، به  متصل مي PapHوسيله  شاي بيروني بهغ به

فيبريليوم نازك متصل  انتهاي ديستالش يك ساختار
ساخته شده و به ميله  PapEشده كه تا حد زيادي از 

 PapGادهسين  متصل شده است. PapKوسيله  به
وسيله  دورترين پروتئين در پيلي است و به فيبريليوم به

PapF ،بنابراين  متصل شده استPapG  در نوك پيلي
P اتصال عامل  باشد، كه است و مسئول چسبندگي مي

هاي يورواپي تليال  كلي يوروپاتوژن به سلولاشريشيا
  ).6( شود باشد و موجب پيلونفريت مي كليه انسان مي

PapG اسيدآمينه بوده و متشكل از يك  316طول  به
 C ترمينال و يك قلمرو پيلين Nقلمرو اتصالي گيرنده 

وسيله مسير چاپرون/  به Pباشد و در پيلي  ترمينال مي
 ،papG IIIسه آلل متفاوت  و دارايآشر تجمع يافته 

papG II  وpapG I ترتيب به  كه بهباشد  مي
گلوبوتترازيل ، Gbo3(4گلوبوتري آسيل سرآميد (

 )Gbo5) و گلوبوپنتازيل سرآميد (Gbo4سرآميد (
با  غالباًً papGIIشوند.  موجود در غشا متصل مي
با التهاب مثانه  papG III التهاب كليه ولگنچه انسان و

  ).7( باشد راه ميانسان هم

                                                 
3 Fimbriae 
4 Globo three acyle ceramid    
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) PapGپيلي ( اند كه پروتئين نوك نشان دادهها  بررسي
هاي اپيتليال كليه  داخل سلول براي جذب باكتري به

هاي محدود كردن  . يكي از راه)8( ضروري است
ها  هاي حاد ادراري، تهيه واكسن عليه اين عفونت عفونت
پروتئيني كانديد مناسب براي تهيه واكسن  .)9( است
كه قدرت تحريك ايمونولوژي بالايي داشته باشد،  است

زا تنوع زيادي نداشته باشد و  هاي بيماري در بين ايزوله
آنجايي  ژني باشد. از ژنتيكي و تشابه آنتي فاقد تغيير آنتي

نمايد و واجد  عنوان ادهسين عمل مي هكه اين پروتئين ب
باشد، براي تهيه واكسن كانديدي  هاي مذكور مي ويژگي

اسب است. اين تحقيق با هدف كلونينگ ژن مورد نظر من
انجام شد تا در تحقيقات آتي از آن براي تهيه پروتئين 

  .استفاده شود PapGنوتركيب 
  

  ها  مواد و روش
  ابتدا باكتري اشريشياكلي سويه باليني حاوي ژن

 papG II  در محيطLB  براث كشت داده شد. محيط
 18-24مدت  و به گراد درجه سانتي 37كشت در دماي 

هاي رشد يافته،  ساعت گرماگذاري گرديد. از باكتري
DNA  ژنوميك با استفاده از كيت (شركتBioneer ،

اساس توالي ژن مورد  كره جنوبي) استخراج گرديد. بر
  نظر يك جفت پرايمر طراحي گرديد.

Forward:5'TTATGGCAATATCATGAGCAG 3' 
Reverse:5'ATGAAAAAATGGCTCCCTGCT3' 

  

ابتدا با آنزيم  PCRبا استفاده از فرآيند  II papGژن 
Taq DNA Polymerase و سپس با آنزيم Pfu 

DNA Polymerase  تكثير گرديد. آنزيمPfu DNA 

Polymerase  داراي خاصيتreading proof  بوده و
  .، از اشتباه كمتري برخوردار استPCRدر طي فرآيند 

تروفورز روي ژل با استفاده از الك PCRبررسي محصول 
 (-SK( در مرحله بعد وكتور آگارز صورت گرفت.

pBluescript  با آنزيمEcoRⅤ  برش داده شد و اتصال
خطي   SK)pBluescript- ( به وكتور papG IIژن 

پس از  .صورت گرفت T4 DNA Ligaseتوسط آنزيم 
 ،مستعدسازي وكتور نوتركيب به ميزبان مناسب باكتريايي

E.coli DH5 فورم گرديده و روي پليت آگار ترانس
هاي سفيد  پخش گرديد. كلوني X-galو  IPTGحاوي 

حاوي پلاسميد نوتركيب انتخاب و بعد از استخراج 
، كره Bioneerپلاسميد با استفاده از كيت (شركت 

يابي شدند. با استفاده از  جنوبي)، جهت تأييد نهايي توالي
تيدي توالي نوكلئو MEGA4و  ClustalWافزار  نرم

هاي ژني  با توالي SK-)papG II /pBluescript( كلون
موجود در papGII  هاي اشريشيا كلي حاوي ژن سويه

  .بانك ژن مقايسه گرديد
  

   ها يافته
 papG II كلي از سويه باليني حاوي ژن باكتري اشريشيا

استخراج گرديد. پس از طراحي پرايمر با توالي ذكر شده، 
و  Taq DNA Polymeraseم ابتدا با آنزي PCRواكنش 

 Polymeras Pfu DNAدر مرحله بعد با استفاده از آنزيم 
  ).1صورت گرفت (شكل

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  DNA Polymerase Pfu با آنزيم PCR الكترو فورز محصول جهينت )1شكل 
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درصد الكتروفورز شد  8/0روي ژل آگارز  PCRمحصول 
زيم خطي شده با آن SK-) pBluescriptو در وكتور (

EcoRⅤ منظور صحت كلونينگ،  كلون گرديد و به
افزار  يابي انجام گرديد. در ادامه با استفاده از نرم توالي

MEGA4 كلي واجد ژن  هاي اشريشيا سويهpapGII 
موجود در بانك ژن در سطح پروتئيني و 

  ).3و  2شدند (شكل   Multiple Alignmentنوكلئوتيدي،

  
  

 هاي اشريشياكلي موجود در بانك ژن در سويهpapG II نوكلئوتيدي توالي ژني  Multiple Alignment )2شكل 
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

 هاي اشريشيا كلي موجود در بانك ژن در سويه papG IIپروتئيني توالي ژني  Multiple Alignment  )3شكل 
  
  

  داراياشرشيا كلي هاي باكتريايي  در سويهpapG IIهاي ژنيتواليMultiple Alignmentجهينت) 1 جدول
  MEGA4افزار  موجود در بانك ژن با استفاده از نرم papG IIژن 

 papG II  Accession number Point mutationاشريشياكلي حاوي ژنهاي باكتريايي سويه

PapG protein [Escherichia coli CFT073] NC - 004431 

G 203 → A 
T 206 → C 
T 216 → C 
A 277 → C 
C 435 → T 
C 478 → T 
C 515 → A 
A 565 → G 
T 600 → C 
G 858 → A 

 
Fimbrial PapG protein (P pilus class II adhesin) (PapGII) 
[Escherichia coli S88] 

NC - 011742 C 218 → T 

allele II [Escherichia coli APEC O1] NC – 008563 _________ 

 
 

  
 papG IIژن داراي هاي باكتريايي اشرشياكلي در سويه papG IIهاي پروتئينيتواليMultiple Alignmentجهينت) 2 جدول

  MEGA4افزار  موجود در بانك ژن با استفاده از نرم

 Accession number Point mutation  اشريشياكلي حاوي ژنهاي باكتريايي سويه

PapG protein [Escherichia coli CFT073] NC - 004431 

Gly (68) → Glu 

Lys (93) → Gln 

Thr (172) → Lys 

Fimbrial PapG protein (P pilus class II adhesin) (PapGII) 

[Escherichia coli S88] 
NC - 011742 

Ser (73) → Phe 

 

allele II [Escherichia coli APEC O1]  NC – 008563 __________ 
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دهد كه  دست آمده از اين تحقيق نشان مي هنتايج ب
ترمينال  Nناحيه  II  papGهاي واجد ژن سويهدر 

ولي  حفاظت شده بوده،DNA در سطح پروتئين و
باشد. در  ترمينال داراي اختلاف مي Cدر ناحيه 

 ترمينال، Nتحقيقات آينده جهت تهيه واكسن ناحيه 
  گردد. پيشنهاد مي محفوظ بودندليل  هب

  

  بحث
باكتري غالب در  )UPEC(اشريشياكلي يوروپاتوژن 
باشند. عفونت مجاري ادراري  ايجاد عفونت ادراري مي

)UTIها در انسان محسوب  ترين عفونت )، يكي از شايع
 ثير جنسيت و سن قرار دارندأشوند، كه تحت ت مي

. پيلي در اشريشياكلي يوروپاتوژن فاكتور )10(
باشد، كه همراه با  ويرولانس مهمي براي باكتري مي

هموليزين و مقاومت  زايي مثل ساير عوامل بيماري
كند. ثابت شده است كه اولين مرحله در  سرمي عمل مي

با بوده و ايجاد عفونت، اتصال باكتري به بافت ميزبان 
توجه به تمايل بافتي، كه در هر ارگانيسم نسبت به يك 

رسد كه وجود اين  نظر مي بافت خاص وجود دارد، به
خصوصيت دليلي بر اختصاصي بودن اتصال بين 

هاي اتصال  باشد. يكي از راه انيسم و ميزبان ميارگ
هاي ادراري، اتصال از طريق  خصوص در عفونت به

پيلي است. اتصال و در نتيجه كلونيزاسيون در باكتري 
  Pو Iتيپ  از طريق پيلي اشريشياكلي يوروپاتوژن،

تواند عفونت بالارونده را  مي pگيرد. پيلي  انجام مي
  .)11( باعث شده و موجب پيلونفريت شود

 كند با توجه به مشكلاتي كه اين باكتري ايجاد مي
تهيه واكسن جهت پيشگيري از  هايي در زمينه پژوهش
هاي ناشي از اين باكتري در انسان در حال  بيماري

  ).12(انجام است 
ود در مطالعات خ) Svanborg-Eden(اسنونبرگ ادن 

ترشحي  IgAو  IgGهاي  بادي دريافت كه وجود آنتي
كه از ادرار بيماران مبتلا به پيلونفريت حاد جدا 

هاي  هاي واجد پيلي به سلول شود، از اتصال سويه مي
كند. در اين  تليال مجراي ادراري ممانعت مي اپي

طريق  ها، از بادي نشان داده شد كه اين آنتيها  بررسي
ي و اتصال پيلي به سطح از چسبندگجلوگيري 

هاي مخاطي نقش محافظتي خود را در برابر  سلول
  ).13( كنند عفونت ادراري ايفا مي

و همكاران  )Goetzگوتز (مطالعات انجام شده توسط 
اتصال باكتري يوروپاتوژن را  PapG ژن نشان داد كه،
  ).10( كند تحريك مي

كه با  )Korohonen( كروهنن در مطالعه ديگر توسط
ه شد صورت گرفت نشان داد Pفيمبريه  4داسازي ج
از نظر سرولوژيكي با يكديگر واكنش اين موارد  كه،

 P. استفاده از فيمبريه )15( دهند متقاطع نشان مي
عنوان واكسن جهت پيشگيري از عفونت ادراري در  هب

حال توسعه است و وجود واكنش متقاطع حائز اهميت 
  . )16( است

تواند عفونت  ت را دارد كه مياين خاصي Pفيمبريه 
بالارونده را سبب شده و باعث ايجاد پيلونفريت گردد. 

كنند،  ايجاد مي ها با توجه به مشكلاتي كه اين باكتري
مطالعات بر روي تهيه واكسن جهت پيشگيري از 

انسان در حال  ها در هاي ناشي از اين باكتري بيماري
د شامل تمام توان مي Pاي  انجام است. واكسن فيمبريه

باكتري غيرفعال، فيمبريه كامل تصفيه شده،  ي هپيكر
واحدهاي آنها و  پروتئين چسبنده رأس فيمبريه يا زير
هاي حامل باشند.  يا پپتيدهاي تركيبي همراه با پروتئين

 نت دراعنوان يك ادجو هب PapG -ادهسين گلوبوزيد
كند و مطالعات انجام شده نشان  طول عفونت عمل مي

را در ادرار افزايش  SIgAاين فيمبريه ترشح  كه،داد 
باكتري نيز  LPSعليه  داده و حتي افزايش ايمني بر
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هاي  . وجود مقاومت)17( نشان داده شده است
هاي مولد عفونت ادراري  بيوتيكي در بين سويه آنتي

باعث شده كه تلاش براي توليد واكسن جلوگيري 
كنون  شد. تاكننده از عفونت ادراري حائز اهميت با

واكسن موفقي براي جلوگيري از عفونت ادراري 
هاي ادراري غالباً توسط  شناسايي نشده است و عفونت

شوند. استفاده از پيلي سطحي  ها درمان مي بيوتيك آنتي
عنوان واكسن، موفقيتي در جلوگيري از  هها ب ي در باكتر

 هاي ادراري حاصل نموده است طيف وسيع پاتوژن
عنوان  هب Iو تيپ  Pهت اهميتي كه پيلي . به ج)17(

اعضاي اصلي ادهسيو اشريشياكلي يوروپاتوژن در 
هاي ادراري دارند، استفاده از  زايي عفونت بيماري

 هاي دو در ساخت واكسن PapGو  FimHهسين دا
  ).11( شود ظرفيتي در تحقيقات آينده پيشنهاد مي

ت واكسن عليه عفون قابل توجه در تهيه البته نكته
ادراري اين است كه عامل بيماري بيش از يك گونه 
باكتريايي است و اين محدوديتي است كه كار تهيه 

سازد. به همين دليل در اين تحقيق  واكسن را مشكل مي
  .زاي شايع استفاده شده است از دو فاكتور بيماري

  
  يو قدردان سپاس

هاي صميمانه تمامي اساتيد و دوستاني كه  از همكاري
  م.يسپاسگزار ،را ياري نمودندا ن تحقيق مدر اي
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Abstract 
Background: Escherichia coli uropathogen is dominant pathogen in urinary infections. Urinary tract 
infections are one of the most prevalent human infections. Despite different antigens and toxins of interfering 
bacteria in infection, one of the important agents in the infections arising from Escherichia coli and the other 
gram negative bacteria is bacterial binding to host cell surface, so inhibiting the bacterial binding is an 
appropriate strategy to inhibit the infection. Whereas PapG protein acts as adhesion, it can be an appropriate 
candidate for developingvaccine.  
Material and Methods: A Genomic DNA of Escherichia coli bacterium extracted from clinical strain 
containing PapGII gene. Upon designing primer for PapGII gene, the PCR reaction was applied. The product 
of PCR was cloned in pBluescript (SK-) plasmid. Using Clustal W and MEGA4 software, the gained 
subsequence was alignmented with the gene subsequence existing in gene bank and its gene diversity was 
studied.  
Results: Based on was down alignment, N terminal on the protein surface and DNA are protected.  
Conclusion: N terminal domain of PapG gene is a conserved sequence among clinical straines? And it could 
be used for designing a vaccine against urinary tract infection. 
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