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  مقدمه
1ترياسهكانتروبا جنس خانواده كلي اشريشيا

بوده و  
و  يرشد هواز يياست كه توانا ييها يشامل باكتر

 يكل ايشيكه اشر يباشد. هنگام يرا دارا م يهواز يب
 يها يماريب تواند ميشود،  يم يوارد دستگاه ادرار

 و تيستيت ساده تا سياورترك ياز  يمختلف
   ).1د (يجاد نمايرا ا يميباكتر يت و حتيپيلونفر

ن يتر عيوروپاتوژن شاي ياشريشيا كل يها هيسو
ن يتر باشند. مهم يزا در انسان م يماريب يها هيسو

وروپاتوژن، ي اشريشيا كلي يها هيت سويخصوص
 يها زه شدن آنها در سطح سلوليكلون ييتوانا

  ).3 و 2باشد ( يزبان ميوم ميتليورواپي
ن يتر در زمره متداول ،يدستگاه ادرار يها عفونت
 نث درؤباشد. جنس م يع در انسان ميشا يها عفونت
شتر از جنس مذكر در يب يجز دوران نوزاد ، بهيهر سن

ن عفونت در يا باشد. يم يدستگاه ادرار خطر عفونت
 25تا  20كه  يطور به ع بوده،يار شايزنان جوان بس

را كننده  عود يادرار يدرصد از زنان عفونت مجار
كلي يوروپاتوژن  هاي اشريشيا در سويه ).4دارند (

هاي خانواده  ، ادهسينSپيلي  اعضاي ادهسين شامل،
Dr پيلي ،P تيپ  و پيليI 5( هستند.(  

 كلي هاي اشريشيا اتصال حساس به مانوز، در سويه
ها  ادهسين گردد. اين انجام مي Iفيمبريه تيپ  داراي

مانوز نقش دارد.  - هاي حاوي  در شناسايي گيرنده
 Iتيپ  يا همان پيلي MSاشريشياكلي واجد پيلي 

هاي مخمري و اريتروسيت خوكچه هندي را  سلول
، Iتيپ  كند. براي بيان و مونتاژ پيلي آگلوتينه مي

قرار دارند، نياز  fimژن كه در دسته ژني  9حداقل 
  ).6و  5است (

، ساختار فيبريلي كوچكي قرار دارد Iتيپ  پيليدر نوك 

                                                 
1 Entrobacteriaceae 

و تركيب جزئي از  FimHو ادهسين  FimGكه شامل 
FimF واحد  اي زير باشد كه به ساختار ميله ميFimA 

براي جذب باكتري به داخل  fimHمتصل شده است. 
تواند  مي fimHهاي اپيتليال مثانه لازم است.  سلول

مشابه مولكول پروتئيني اينويزين در يرسينيا 
در ليستريا  Aسودوتوبركلوزيس و اينترنالين 

به  fimHمونوسايتوژنز عمل نمايد. تهاجم به واسطه 
سازي آبشار  تليال مثانه نياز به فعال هاي اپي سلول

سيگنال ترانس داكشن با استفاده از پروتئين تيروزين 
كيناز و بازآرايي اكتين اسكلت  3فسفواينوزيتيد  كيناز،

 FimHادهسين  ).7سلولي در ميزبان دارد (
 -1هاي اينتگرين  هاي مانوزيلاته و گيرنده يوروپلاتين

هاي يوروتليال  را از روي سطح لومني سلول -3و 
  ).8( كنند مثانه شناسايي مي

كه مرحله اتصال در كلونيزاسيون باكتري  يياز آنجا
شود، يكي  سپس عفونت ايجاد مينقش مهمي دارد و 

كارهاي مهم مهار عفونت، مهار اتصال باكتري  از راه
 يلين نوك پياند كه پروتئ مطالعات نشان داده باشد. مي

fimH ال يتلياپ يها به داخل سلول يجذب باكتر يبرا
  است.  يمثانه ضرور

حاد  يها محدود كردن عفونت يها از راه يكي
 .ها است ن عفونتياه يه واكسن علي، تهيادرار
ه واكسن است كه يته يد مناسب برايكاند ينيپروتئ

ن يداشته باشد، در ب ييبالا زايي ايمنيك يقدرت تحر
نداشته باشد و فاقد  ياديزا تنوع ز يماريب يها زولهيا
كه  باشد. از آنجايي يژن يو تشابه آنت يكيژنت ير آنتييتغ

و واجد  نمايد عنوان ادهسين عمل مي هاين پروتئين ب
باشد، براي تهيه واكسن  يمذكور م يها يژگيو

كانديدي مناسب است. اين تحقيق با هدف كلونينگ 
ژن مورد نظر انجام شد تا در تحقيقات آتي از آن 
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2 Blunt c

                     

FimH استفاد

سويه اس يكل
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گراد قرار داد نتي

ژ DNAكشت،
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و اليگو طراحي ش
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 mHژن ابتداد.

 DNAآنزيم
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اركر وزن مولكو
 الكتروفورز گرد
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تلق يباكتر يحاو
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در محيط ك  تري
er(شركت  كيت

د. يك جفت
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GGTTTTAGCT
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 نظر گرفته نشد
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از آن يدار مناسب
X- كشت داده

                   

/طب جنوب 191

p://bpums.ac.ir

پر ي هبراي تهي
)9.( 

  
ه مواد و روش
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ATCC35218
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انكوباتور شيكرد
بعد از رشد باكت
با استفاده از ك
استخراج گرديد

افز استفاده از نرم
AGAGC 3' 
TTCAGG 3'  

  

از آنجايي كه بر
اس 2انتهاي صاف

برش آنزيم در
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Polymerase ت
آن استفاده از با

Rشد. محصول 
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استفاده از آن

)SK-(uescript

به وك  fimHژن
T4 توسط آنزيم

وكتور نوتركيب
اينسرت و سلول

مقد ياگار حاو
IPTG  و-gal
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آمده از اين تحق

ناح fimHد ژن 
 DNحفاظت شد

باش  اختلاف مي
Nكسن ناحيه 
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هاي موتاسيون

مشاهده گرديد
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با توالي
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هاي  ويه
 ژن در
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هاي  ويه

وتاسيون
Ser  در
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 ژن، 2
  ).1ول

ل پپتيد
ي در
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يجاد كلوني، تو
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متعدد شمترازي
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   ).4 و 3ل

 انجام شده، مو
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پروتئيني ترازي
 Ala ژن، 7درn 

→ )94(Asn

→Val ژن،  3

G ژن مشاه 2در
اسيد آمينه 21 

شوند، موتاسيو

استادمحمدي و هم
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خطي شده، با آن
منظور به .گرديد

انجام گرفت و

  
  
  
  
  
  

  

در ادامه با استف
كلي واج اشريشيا

سطح پروتئين و
گرديدمشخص 

فوق حفاظت شد
همتردر بررسي 

Val → )51(a

→Ser ژن،  4

)142(Val  3در
Ser→ )90(Gly

كه از آنجايي
ش محسوب مي
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  كلي اشريشياهاي  در سويه FimHهاي پروتئيني  توالي Multiple Alignment ) نتيجه1جدول 
  MEGA4افزار  با استفاده از نرم fimHواجد ژن 

  شماره دسترسي شماره دسترسي fimH هاي باكتريايي اشريشيا كلي حاوي ژنسويه
Escherichia coli str. K-12 substr. MG165 NC – 000913.2 Ala (51) → Val 

Escherichia coli HS  NC – 009800.1  
Gly (90) → Ser 
Tyr (106) → Isp 
Ala (226) → Val  

Escherichia coli O26:H11 str. 11368 NC – 013361.1   

Escherichia coli O103:H2 str. 12009  NC – 013353.1  Asn (94) → Ser 
Ser (102) → Asn  

Escherichia coli O157:H7 str. EC4115 NC – 011353.3   
Escherichia coli APEC O1 NC – 008563.1   
Escherichia coli O157:H7 str. EDL933 chr  NC – 002655.2 Asn (159) → Lys  
Escherichia coli B str. REL606 chromosom  NC – 012967.1  Ala (51) → Val 

Val (142) → Gly  
Escherichia coli BW2952 NC – 012759.1 Ala (51) → Val  
Escherichia coli O157:H7 str.TW14359 ch  NC – 013008.1  Val (152) → Met 

Gly (268) →Glu  
Escherichia coli O127:H6 str. E2348/69 NC – 011601.1   
Escherichia coli IAI39 chromosome NC – 011750.1 Gly (90) → Ser  

Escherichia coli S88  NC – 011742.1  
Thr (9) → Asn 
Val (13) → Ile 

Ala (143) → Val  
Escherichia coli IAI1 chromosome NC – 011741.1 Ala (51) → Val  
Escherichia coli O55:H7 str. CB9615 chro NC – 013941.1   
Escherichia coli UMN026 chromosome NC – 011751.1   

Escherichia coli LF82  NC – 011993.1  
Asn (94) → Ser 
Ser (102) → Asn 
Thr (182) →Pro  

Escherichia coli BL21  NC – 012892.1  
Ala (51) → Val 

Val (142) → Gly 
Leu (221) → Pro  

Escherichia coli BL21(DE3)  NC – 012971.1  Ala (51) → Val 
Val (142) → Gly  

Escherichia coli str. K-12 substr. W3110 AC – 000091.1 Ala (51) → Val  

Escherichia coli CFT073 chromosome  NC – 004431.1  
Asn (94) → Ser 
Ser (102) → Asn 
Val (187) → Ala  

Escherichia coli UTI89 chromosome  NC – 007964.1  
Asn (94) → Ser 
Ser (102) → Asn 
Ser (86) → Ala  

Escherichia coli E24377A  NC – 0098801.1  
Thr (9) → Asn 

Ala (143) → Val  
Gly (297) → Ala  

Escherichia coli SMS-3-5 chromosome  NC – 010498.1  Asn (94) → Ser 
Ser (102) → Asn  

Escherichia coli O111:H- str. 11128 NC – 013364.1   
Escherichia coli 35218 JF-289169.1   
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در75الي21ها از اسيدآمينه) بررسي موتاسيون2جدول 
موجود در بانك ژن  fimHكلي واجد ژن  اشريشياهاي  سويه

 MEGA4افزار  با استفاده از نرم
  كلي اشريشيا هاي باكتريايي سويه

  fimH حاوي ژن
 موتاسيون نقطه اي

(21aa-75aa)  
Escherichia coli str. K-12 substr. MG165 Ala (51) → Val 
Escherichia coli BW2952 Ala (51) → Val 
Escherichia coli UMN026 chromosome Ala (51) → Val 
Escherichia coli BL21 Ala (51) → Val 
Escherichia coli BL21(DE3) Ala (51) → Val 
Escherichia coli str. K-12 substr. W3110 Ala (51) → Val 
Escherichia coli B str. REL606 chromosom Ala (51) → Val 

 
  بحث

عنوان يكي از  ه) بUPECيوروپاتوژن (كلي  اشريشيا
كننده عفونت مجاري ادراري  عوامل اصلي ايجاد

)UTIيكي  شود. عفونت دستگاه ادراري ) شناخته مي
 20هاي باكتريايي است كه  ترين عفونت از شايع
ساله به آن مبتلا  56تا  20از زنان بين  درصد

عامل كلي يوروپاتوژن،  شوند. پيلي در اشريشيا مي
باشد كه همراه با  مهمي براي باكتري ميزايي  اريبيم

زايي مثل هموليزين و مقاومت  ساير عوامل بيماري
عنوان عضو چسبنده در  هكند. پيلي ب سرمي عمل مي

هاي  باكتري با برقراري اتصال اوليه به سطح سلول
اي نقش اوليه و مهمي در كلونيزاسيون و تهاجم  مثانه

كند. بنابراين براي  ايفا ميبه مثانه توسط باكتري را 
هاي پاتوژن ابتدا بايد توانايي  شروع عفونت، باكتري
هاي هدف در ميزبان را داشته  كلونيزه نمودن بافت

هاي   باشند. كلونيزاسيون با اتصال باكتري به گيرنده
بافت مخاط   هاي پوشاننده بيان شده توسط سلول

آغاز  مرحله ضروري در ،شود. اتصال ميزبان آغاز مي
كلونيزاسيون سطوح مخاطي ميزبان است و مقدمه 

  ). 11و  10( شود عفونت تهاجمي محسوب مي
 پروتيئنهاي ضد اند كه آنتي بادي  تحقيقات نشان داده

Fim هاي مثانه در  از اتصال اشريشياكلي به بافت
ها  بادي كند اين آنتي شرايط آزمايشگاهي ممانعت مي

 پروتيئن هاي ضد باديباشند. آنتي  مي IgGاز كلاس 
Fim  قادرند حفاظت خوبي عليه عفونت ادراري

  كنند.  كلي، در موش ايجاد هاي اشريشيا توسط سويه
هاي پيلي بسيار دشوار  تخليص مقدار زياد ادهسين

پيلي باعث  طور مستقل از است و بيان ادهسين به
شود. اما تحقيقات نشان داد  تجزيه پروتئوليتيك آنها مي

 FimCطريق چاپرون  از FimH پروتيئن ادهسينكه، 
شود و به اين  يك ساختار فعال و ثابت تبديل مي به

توان آن را از بقيه اجزاي پيلي جدا نمود.  طريق مي
براي  FimHو همكاران از ) Langerman( لانگرمن

واكسيناسيون استفاده كردند. مطالعه روي سرم 
نشان داد كه، اين واكسن  FimHحيوانات واكسينه با 

هاي  به سلول د از اتصال باكتري يوروپاتوژنتوان مي
مثانه انسان در شرايط آزمايشگاهي جلوگيري كند. پس 

 99سازي مدل حيواني، كلونيزاسيون باكتري تا  ايمن از
  ها در شرايط آزمايشگاهي كاهش   در موش درصد
  ). 12( يافت

و همكاران روي ) Thankavel( تانكاولمطالعات 
FimH  نشان داده است كه واكسن حاصل ازFimH 

صورت فعال و  هاي ايمن شده به توانسته موش
غيرفعال را در مقابل باكتري يوروپاتوژن محافظت 

بيوتيكي در بين  هاي آنتي كند. وجود مقاومت
هاي مولد عفونت ادراري باعث شده كه تلاش  سويه

از عفونت ادراري براي توليد واكسن جلوگيري كننده 
 يبرا يحائز اهميت باشد. تاكنون واكسن موفق

شناسايي نشده است  يادرار يها از عفونت يجلوگير
درمان  ها بيوتيك توسط آنتي و عفونت ادراري غالباً

ها  شوند. استفاده از پيلي سطحي، در باكتري مي
عنوان واكسن، موفقيتي در جلوگيري از طيف وسيع  هب
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جهت  ادراري حاصل نموده است. بههاي  پاتوژن
عنوان اعضاي اصلي  هب Iو تيپ  Pاهميتي كه پيلي 

 زايي ادهسيو اشريشياكلي يوروپاتوژن در بيماري
 FimHهاي ادراري دارند، استفاده از ادهسين  عفونت

ظرفيتي در  هاي دو در ساخت واكسن PapGو 
  ).13و  12( شود تحقيقات آينده پيشنهاد مي

  

  يو قدردان سپاس
كه  يد و دوستانياسات يمانه تماميصم يها ياز همكار

  نمودند سپاسگزارم. ياريق مرا ين تحقيدر ا
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Abstract 
Background: Escherichia coli uropathogen is the most prevalent pathogen separated from urinary tract that 
often is originated from intestinal flora of the own person. Urinary tract infection is one of the most prevalent 
infectious diseases in Human. Whereas binding stage has an important role in bacteria colonization and then 
the infection is created, one of the most important strategies for inhibiting the infection is inhibiting the 
bacterial binding. As FimH protein is acting as adhesion it could be an appropriate candidate for 
producingvaccine.  
Material and Methods: First, genomic DNA of Escherichia coli bacteria extracted from strain 35218 
ATCC. Upon designing primer for fimH gene, the PCR reaction has been applied with Taq DNA Polymerase 
and then pfu DNA polymerase enzymes. pBluescript (SK-) plasmid has been applied for cloning the product 
of PCR. Using ClustalW and MEGA4 software, the subsequence was alignmented with the gene 
subsequence existing in gene bank and its gene diversity was examined.  
Results: After sequencing the cloned fimH gene using ClustalW and MEGA4 software, the result of this 
subsequence were alignmented with the subsequence of Escherichia coli containing fimH gene existing in 
gene bank and based on this alignment, N terminal on the protein surface and DNA are protected.  
Conclusion: N terminal domain of FimH is a conserved sequence among clinical isolates and it could be 
used for designing a vaccine against urinary tract infection. 
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