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Abstract 
Objective: Acinetobacter baumannii (A. baumannii) has a good potential to colonize on 
various surfaces. As a virulence factor, adhesion to surfaces is the first step in 
colonization. The Two-Partner Secretion System (TPS) proteins are key factors for 
bacterial attachment. The purpose of this study is to identify and study the role of this 
family of proteins in adhesion of A. baumannii to human epithelial cells.  
Methods: Gene homologues that encoded the TPS were analyzed by bioinformatics tools 
and the primers were designed accordingly. The constructs synthesized in the pET22b 
vector were transferred to BL21(DE3). The transformed cells were named FhaB1 and 
FhaB2. The protein expression on the cell membrane was studied in addition to bacterial 
adhesion and biofilm formation by recombinant strains, A. baumannii and E.coli 
BL21(DE3). 
Results: Bioinformatic studies showed the bacterial potential of producing two 
exoproteins (FhaB1 and FhaB2). Expression of the recombinant proteins on the outer 
membrane was confirmed by Western Blot Analysis and whole cell ELISA. The results 
revealed an association between the recombinant cells and bacterial adhesion and biofilm 
formation. FhaB1, FhaB2  and A. baumannii exhibited enhanced adherence to human lung 
epithelial cells compared to E.coli BL21(DE3) 
Conclusion: TPS in A.baumannii is of adherence and colonization factors and is one of 
the bacterial virulence factors. 
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  چكيده

عنوان  و چسبندگي روي سطوح بهاسنيتوباكتر بوماني توانايي عجيبي براي كلونيزاسيون بر سطوح مختلف را داراست  :هدف
هاي وابسته به خانواده سيستم ترشحي  پروتئين. زايي و اولين گام در انجام فرآيند كلونيزاسيون مطرح است يك عامل بيماري

هدف از انجام ايـن تحقيـق، شناسـايي، مطالعـه و بررسـي نقـش       . تواند در چسبندگي باكتري نقش داشته باشد دوجزئي مي
 .ن خانواده در چسبندگي اسنيتوباكتر بوماني به سلول اپيتليال انساني استهاي اي پروتئين

به سيستم ترشحي دو جزئـي در ژنـوم    وابسته هماگلوتينين -فيلامنتپروتئين هاي كد كننده  هومولوگ ژن :ها مواد و روش
بنابراين . سپس آغازگرها طراحي شدو  تجزيه و تحليلافزارهاي بيوانفورماتيك در بانك ژني  اسنيتوباكتر بوماني با كمك نرم

، FhaB1هـاي تراريخـت شـده     ترانسفورم و سـلول  BL21(DE3)سنتز و به سلول   pET22bهاي مورد نظر در ناقل سازه
FhaB2 هاي نوتركيب بر سطح غشاي سلول مطالعه و در نهايـت ميـزان چسـبندگي و     ميزان بيان پروتئين. نامگذاري شدند

  .مقايسه شد BL21(DE3)هاي نوتركيب، اسنيتوباكتر بوماني و سلول اشريشيا كلي  يلم در سلولتوانايي براي تشكيل بيوف

. را داراسـت  FhaB1 ،FhaB2هاي بيوانفورماتيك نشان داد كه اين باكتري توانايي توليد دو نوع اگزوپروتئين  بررسي :نتايج

هاي وسترن بلات و الايزاي سـلول كامـل    ا آزمايشهاي تراريخت شده، ب هاي نوتركيب بر سطح خارجي سلول بيان پروتئين
 BL21(DE3)هاي نوتركيب و اسنيتوباكتر بوماني نسبت به سلول اشريشيا كلي  ها نشان داد كه اين سلول آزمايش. تأييد شد

شـيا  و اسنيتوباكتر بومـاني نسـبت بـه اشري    FhaB1 ،FhaB2هاي  همچنين سلول. توانايي بالاتري براي تشكيل بيوفيلم دارد
  . يابند اتصال ميهاي اپيتليال ريه انساني  به ميزان بيشتري به سطح سلول BL21(DE3)كلي 

سيستم ترشحي دو جزئي در اسنيتوباكتر بوماني يكـي از عوامـل چسـبندگي و كلونيزاسـيون بـوده و از جملـه        :گيري نتيجه
  .زايي باكتري است عوامل بيماري

  

  تم ترشحي دوجزئي، چسبندگياسنيتوباكتربوماني، سيس :كليدواژگان

  

  

 مقدمه

، يـك  )Acinetobacter baumannii(اسنيتوباكتر بومـاني  
ــراي     ــالا ب ــيل ب ــا پتانس ــر متحــرك ب ــي، غي ــرم منف ــاكتري گ   ب

  

كلونيزاسيون، گسترش در بين بيماران بستري شده در بيمارستان 
هاي شديدي  اين باكتري، عفونت. و توانايي ايجاد بيماري است
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  گي اسنيتوباكتربوماني به سلول اپيتليالدر چسبند FhaB2 و FhaB1نقش 
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را  )bacteremia( و باكتريمـا ) pneumonia(نومونيا همچون پ
هاي اسنيتوباكتر بوماني مقاوم بـه   سويه. كند در بيماران ايجاد مي

هاي بيمارستاني اسـت   بيوتيك عامل عمده گسترش عفونت آنتي
هـايي   طور فزاينده، با عفونت طي سه دهه اخير، پزشكان به. ]1[

 ـ هاي اسنيتوباكتر روبرو شـده  از سويه د كـه تقريبـاً بـه بيشـتر     ان
 1990در اواخـر  . ]2[ هـاي درمـاني مقـاوم هسـتند     بيوتيك آنتي

عليـه  ) Polymyxin(ميكسين  و پلي) Carbapenem(كارباپنم 
ها استفاده  ها در بيمارستان هاي شديد اين ميكرورگانيسم عفونت

ها در سراسر دنيـا   هاي مقاوم به كارباپنم امروز سويه. ]3[شد  مي
ــابراين توســعه انــدك عوامــل درمــان   ده گســترده شــ اســت بن

از ديگـر عوامـل مـؤثر در    . ]4[جايگزين، نگـران كننـده اسـت    
گسترش اسنيتوباكتر بوماني توانايي آن براي چسبيدن به سطوح 

. هـا اسـت   در مرحله ابتـدايي كلونيزاسـيون بـه انـواع زيسـتگاه     

اســنيتوباكتر بومــاني بــه ســطوح غيــر زنــده همچــون شيشــه و 
بنابراين ميكروارگانيسـم توانـايي گسـترش    . چسبد يك ميپلاست

. ]5[هاي بيمارستاني را داراست  روي ابزارهاي پزشكي و محيط

علاوه بر آن اسنيتوباكتر توانايي كلونيزاسيون روي سطوح زنـده  
مطالعـات  . را نيـز داراسـت   ]6[همانند پوست، بافـت مخـاطي   

وباكتر بـه  هـاي اسـنيت   آزمايشگاهي نشـان داده اسـت كـه سـويه    
) In vitro(تليال انساني در شرايط آزمايشـگاهي   هاي اپي سلول

ــي ــبند  م ــين  . ]7[چس ــون ادهس ــي همچ ــل اختصاص ــا  عوام ه
)Adhesins (   گريـز   و عوامل غيراختصاصـي ماننـد سـطوح آب

نتـايج  . ]8[كننـد   نقش مهمي را در چسبندگي باكتري ايفـا مـي  
كتر بومـاني بـه دو   ها در اسنيتوبا مطالعات نشان داده كه ادهسين

هاي غيـر   و ادهسين) Fimbriae(فيمبريه : شود دسته تقسيم مي
هـاي   چسبنده، از نوع اخيراً چسبندگي غير فيمبريه. ]9[فيمبريه 

 در) Autotransporter Adhesions: ATADs( خود انتقـالي 

در زا  عامل بيمـاري عنوان  اسنيتوباكتر بوماني شناسايي شده كه به
ها، مويي شكل، كوتاه، پليمريـزه   اين نوع پيلي. اين باكتري است

 5به مكانيسم انتقـال سيسـتم ترشـحي نـوع      خود انتقاليبه نام 

هاي گرم منفي  اين سيستم ترشحي در بين باكتري. وابسته است
هـا   در ايـن سيسـتم بـاكتري   . طور وسيعي گسترده شده اسـت  به

 اي پـروتئين را بـه خـارج از سـلول ترشـح      بدون هـيچ واسـطه  

هاي  دوميندو جزئي  خود انتقاليهاي  در پروتئين .]10[ كنند مي
صورت جدا از هـم اسـت ولـي توسـط      به اگزوپروتئين و كانال

شود كه در يك پروموتور قـرار گرفتـه    هاي ساختاري كد مي ژن
هايي كه با كمك  از طريق كانال اگزوپروتئيندومين . ]11[است 
در عرض غشاي  كانالي ها دومين )β-barrel( بشكه بتا نواحي

ايـن  . ]12[رود  شود، به بيـرون از سـلول مـي    خارجي ايجاد مي
شود كه ارگانيسـم بتوانـد در چنـدين     عوامل چسبندگي سبب مي
تليــالي كلــونيزه شــده و بــه  هــاي اپــي ناحيــه مختلــف از ســلول

بنـابراين سيسـتم ترشـحي دو    . كنـد  زايي باكتري كمك مي بيماري
در غشاي خـارجي   كاناليك بخش  شامل شاخصطور  جزئي، به

باكتري است كه به انتقال اگزوپروتئين به خارج از سـلول كمـك   
است از جملـه   سه نوع پروتئين در اين خانواده قرار گرفته. كند مي

 )Filamentous hemagglutinin: FHA(هماگلوتينين  - فيلامنت

 Bordetella pertussis( ،HMW1/HMW2(در بوردتلا پروتوزيس 

 MHAو ) Haemophilus influenzae(فيلوس آنفولانزا همو

)Moraxella catarrhalis Filamentous Haemagglutinin( 

خــوبي  بــه) Moraxella catarrhalis(در موركســلا كاتــاراليس 
هاي ترشحي دو جزئي  كنون روي پروتئين ولي تا ]13[مطالعه شده 

   .نشده استاي انجام  گونه مطالعه در اسنيتوباكتر بوماني هيچ

كه در عصر حاضـر اسـنيتوباكتر بومـاني بـه      با توجه به اين
دليل توانايي براي زنـده مانـدن در محـيط بيمارسـتان، كلـونيزه      

هاي مقـاوم دارويـي، يكـي از     شدن روي بدن بيماران و فنوتيپ
بنـابراين ايـن   . اسـت  زاهـاي بيمارسـتاني   بيمـاري عوامل عمده 

تواند كانديداي مناسـبي بـراي    ميپروتئين در اسنيتوباكتر بوماني 
هـاي كـه عليـه ايـن      بـادي  طوري كه آنتي توليد واكسن باشد؛ به

تواند كلونيزاسـيون بـاكتري    شود، مي عوامل چسبندگي توليد مي
 .را در بافت ميزبان متوقف كرده ومانع آلودگي شود

هدف از انجـام ايـن تحقيـق، مطالعـه روي عملكـرد عوامـل       
دو جزئي در اسنيتوباكتر بوماني اسـت كـه    خود انتقاليچسبندگي 

همـين   بـه . زايي باكتري نقش مهمي را ايفا كند تواند در بيماري مي
ــوع   ــا توليــد دو ن منظــور، بخــش اول ايــن تحقيــق در ارتبــاط ب
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بـا   ATCC19606اگزوپروتئين نوتركيـب اسـنيتوباكتر بومـاني    
هاي سيستم  ساختار كامل است تا با كمك آن نقش اگزوپروتئين

تليـال و تشـكيل    ترشحي دو جزئي در چسبندگي به سلول اپـي 
بخش دوم تحقيق در ارتباط با . بررسي شود) Biofilm(بيوفيلم 

زا  ايمنـي سنتز ژن كايمري است كه از قسمت حفاظـت شـده و   
هاي اگزوپروتئين و كانال وابسته به سيستم ترشح دو جزئـي   ژن

. شـده اسـت   هاي مختلف اسنيتوباكتر بومـاني تشـكيل   در سويه

هدف از سنتز اين ژن كايمر، توليد پروتئين نوتركيـب و تزريـق   
كلونـال اسـت    هاي پلي بادي آن به موش سوري براي توليد آنتي

هـاي نوتركيـب    كه در درجه اول بـراي شناسـايي اگزوپـروتئين   
ــد شــده در شــرايط آزمايشــگاه و در درجــه دوم بررســي   تولي

ــروتئين كــايمر كــاربرد دا  ايمنــي ــه توليــد . ردزايــي پ ايــن مقال
هــا در چســبندگي را  هــاي نوتركيــب و نقــش آن اگزوپــروتئين

  .بررسي كرده است

  

  ها مواد و روش

 ها، رده سلولي و ساير مواد واكنش پلاسميد

  رده . شـد عنوان حامـل ژنـي، انتخـاب     به pET22bپلاسميد 

  

مركــز ذخــاير  از A549 ،HeLa تليــال انســاني اپــي يهــا ســلول
هـاي سـلولي در محـيط     اين رده. ي خريداري شدژنتيكي و زيست

بـا  ) DMEM )Dulbecco's Modified Eagle Mediumكشت 
ــاوي  درصــد 20غلظــت  ــين گ ــرم جن ــاي   س ــه  37در دم درج
. شـوند  درصد دي اكسـيدكربن كشـت داده مـي    7گراد و  سانتي

 Xho1 ،Nde1هاي محدود كننـده   ، آنزيم)Primers(آغازگرها 

، كيت تخليص پلاسميد و كيـت  )ايران( آوران شركت ژن فناز 
ــره  ــيص زنجي ــيناكلون  تخل ــركت س ــراز از ش ــران( اي پليم  )اي

  .خريداري شد

  

بـندگي      شناسايي ژن هاي كـد كننـده پـروتئين چس
  سيستم ترشحي دو جزئي در ژنوم اسنيتوباكتر بوماني

هاي كد كننده پروتئين چسبندگي وابسـته بـه    هومولوگ ژن
وم اسنيتوباكتر بوماني بـا كمـك   سيستم ترشحي دو جزئي در ژن

  NCBI )Nationalافزارهاي بيوانفورماتيك در بانـك ژنـي    نرم

Center for Biotechnology Information ( وEXPASY 

نيز براي پيشگويي  SignalIP4 ،Psipredافزار  نرم. بررسي شد
  .استفاده شد پپتيد نشانهساختار دوم پروتئين و شناسايي محل 

 fhaB1 ،fhaB2ت آغازگرهاي طراحي شده براي قطعات ژني مشخصا 1جدول 
  

 مشخصات توالي آغازگر نام قطعه ژن
  تعداد بازهاي آغازگر

 )نوكلئوتيد(

  اندازه قطعه تكثيرشده

 )نوكلئوتيد(

fhaB1 
Fr-CTTA CATATG ATGAACAAGAATAGTTATCGCATTATTT 38

3219 
Rp-CTTA CTCGAG TCAATTTTTTTTTCTTTTCTCAAGA 35

fhaB2 
Fr-CTTA CATATG ATGAATAAAAATCTTTATCGAATCATTTT 39

5696 
Rp-CTTACTCGAG TTACATATTTCTCCAAAAAGAATTAAAC 38

  

 fhaB1 ،fhaB2هاي  طراحي آغازگر و تكثير ژن

  اي پليمراز به روش واكنش زنجيره

ــوالي ژن ــدا ت ــاني   ابت هــاي مــورد نظــر در اســنيتوباكتر بوم
ATCC19606 صـورت   بهORF )Open Reading Frame (

اسـتخراج و   NCBIاز بانـك ژنـي    نشانه همراه پپتيد بهكامل و 
ــرم  ــتفاده از ن ــا اس ــپس ب ــاي  س    GeneRunerو  Oligoافزاره

  

  

  

  

  

  

  

  

هـا،   آن 5′همچنـين در انتهـايي  . آغازگرهاي مناسب طراحي شد
 3′و كدون آغاز ترجمه و در انتهايي  Nde1جايگاه برش آنزيم 

نـام، فرمـول و تعـداد بازهـاي     . اضافه شد Xho1جايگاه برش 
اي پليمراز  واكنش زنجيره. آورده شده است 1آغازگر در جدول 

 Maxime PCRبا آغازگرهاي مناسب و بـا اسـتفاده از كيـت    

Pre Mix Kit (i-pfu)  ميكرومــولار از هــر دو آغــازگر  1بــا
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اسنيتوباكتر بوماني  DNAنانوگرم از  100دست و  بالادست، پايين
. ميكروليتر انجـام گرفـت   20در حجم نهايي الگو  DNAعنوان  به

 2اي پليمراز شـامل   برنامه مورد استفاده براي انجام واكنش زنجيره

گـراد و   درجه سانتي 93دقيقه مرحله واسرشته شدن اول در دماي 
گراد بـراي   درجه سانتي 93ثانيه دماي  30چرخه شامل  35سپس 

دقيقـه بـراي    1مـدت   گرد به تيدرجه سان 58واسرشته شدن اول، 
مدت  گراد به درجه سانتي 72اتصال آغازگرها به رشته الگو، دماي 

دقيقه براي تكثير قطعـه   6و زمان  fhaB1دقيقه براي تكثير ژن  4
fhaB2  دقيقـه در   5مـدت   و در پايان يك مرحله تكثير نهايي بـه
با  اي پليمراز محصولات زنجيره. گراد است درجه سانتي 72دماي 

درصـد   1در ژل آگـارز   DNA نشانگر وزن مولكولياستفاده از 
  .تأييد شد

  

هـاي   سازي و تراريخت نمـودن سـلول   همسانه
 BL21(DE3)مستعد 

اي پليمراز بـا اسـتفاده از كيـت تخلـيص      محصولات زنجيره
. سـازي شـد   خـالص  )كـره ( Bioneerپليمراز شـركت  اي  زنجيره

اي  ولات زنجيـره و محص pET22bسپس پلاسميد تخليص شده 
سـاعت در دمـاي    20مـدت   به Nde1 ،Xho1پليمراز با دو آنزيم 

اي پليمراز  محصولات زنجيره. گراد برش داده شد درجه سانتي 37
بـرش خـورده، بـا كمـك كيـت تخلـيص        pET22bو ناقل ژني 

واكـنش الحـاق   . سـازي شـد   اي پليمـراز خـالص   محصول زنجيره
گراد انجام و بـا روش   نتيدرجه سا 10ساعت در دماي  18مدت  به

ــان اشريشــيا كلــي  ) Electroporation(الكتروپوريشــن  ــه ميزب ب
BL21(DE3) )Escherichia coli (بـراي تأييـد   . انتقال داده شد

هــاي نوتركيــب كشــت داده و تخلــيص  ســازي از كلــون همســانه
انجام گرفـت؛ سـپس بـا كمـك      ]14[پلاسميد به روش ليز قليايي 

عنوان  پلاسميدهاي حاوي ژن نوتركيب بهآغازگرهاي اختصاصي و 
بـراي تأييـد بيشـتر،    . اي پليمراز انجام گرفـت  الگو، واكنش زنجيره

 Nde1 ،Xho1پلاسميدهاي حاوي ژن نوتركيب با استفاده از آنزيم 

هاي اسـتاندارد   تمامي اين مراحل با استفاده از روش. برش داده شد

  .]14[انجام گرفت 

  

، pET22b-B2ژنـي  هـاي   بررسي بيان در سازه
pET22b-B1.  

هاي نوتركيب بـا القـاگر    هاي حاوي سازه سلول يعمل القا
IPTG )Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside( انجــام

پـس از اتمـام زمـان     .ساعت ادامه يافـت  4مدت  عمل القا به .شد
ــافر    حــاوي اوره  Bگرماگــذاري، رســوب ســلولي حاصــل در ب

ر و سـديم دي هيـدروژن فسـفات    مـولا  ميلي 10مولار، تريس  8
ــا مــولار ميلــي 100 ــا كمــك دســتگاه همگــن و  8برابــر  pH ب ب

درصـد و پـالس    70قـدرت  ( سونيكاتور، سلول ها شكسته شـدند 
هـا   نمونـه  ،هـا  شكسته شدن سلولپس از اطمينان از  .)درصد 75/0

هـر دو نمونـه روي ژل   . آوري شد سانتريفوژ و محلول رويي جمع
سـپس بـا كمـك آزمـايش     . صد الكتروفورزشـد در 10آكريل آميد 

هاي تزريق شده با پـروتئين كـايمر    وسترن كه در آن از سرم موش
بادي ثانويه استفاده شده اسـت، بيـان اگزوپـروتئين در     عنوان آنتي به

طراحي و سنتز ژن كايمر براي توليد . هاي نوتركيب تأييد شد سلول
ــده و     ــت ش ــه حفاظ ــروتئين، از روي ناحي ــيپ ــاي  ژنا ز ايمن ه

هاي  اگزوپروتئين و كانال وابسته به سيستم ترشح دو جزئي از سويه
  .بوماني صورت گرفته است  مختلف اسنيتوباكتر

  

هـاي نوتركيـب بـا كمـك      تأييد بيان پـروتئين 
  الايزاي سلول كامل

منظور تأييـد بيـان پـروتئين نوتركيـب و تعيـين جايگـاه        به
جي سـلول، الايـزاي   هاي بيان شده در سطح غشاي خار پروتئين

)Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA (

هـاي   در ابتـدا بيـان و توليـد پـروتئين    . سلول كامل انجـام شـد  
 سـپس . انجـام گرفـت   ذكـر شـده در بـالا   نوتركيب طبق روش 

هـاي   هاي كشت حاوي سلول برداشته شد و درون تيـوپ  محيط
 سـانتريفوژ   دقيقـه  10مـدت   دور به 3500ليتري و در  ميلي 500

 



 و همكاران شكيبا درويش عليپور آستانه

  

56  1393 بهار، 1، شماره 17، دوره آسيب شناسي زيستي :مجله علوم پزشكي مدرس  56

محيط كشت رويي خارج شد و پس از دو بار شستشـو بـا   . شد
بافر فسفات از بافر پوشش دهنده روي آن اضافه شد تا هر يك 

صورت سوسپانسيون درآيد و جـذب   هاي نوتركيب به از باكتري
 100سپس . برسد 5/0نانومتر به  600ها در طول موج  نوري آن

هـاي   ده باكتري، درون چاهكميكروليتر از سوسپانسيون تهيه ش
گـراد   درجـه سـانتي   4ها در دمـاي   پليت. ميكروپليت اضافه شد

در ادامـه پليـت در دمـاي    . مدت يك شبانه روز قرار داده شد به
بـار   5تـا   3بعـد از  . خشك و تثبيت شـد گراد  سانتيدرجه  37

منظـور جلـوگيري از واكـنش     شستشو با بافر فسفات سالين، بـه 
هاي ميكروپليت،  بادي كونژوگه در چاهك آنتيناخواسته سرم و 

هايي از چاهك كه توسط سلول پوشـانده نشـده اسـت بـا      محل
درصـد از شـير خشـك     5استفاده از فسفات بافر سالين حاوي 

 پوششاز بافر ميكروليتر  100براي اين منظور . پوشش داده شد

درجـه   37به هر چاهك اضـافه شـد و يـك سـاعت در      دهنده
و در بين  زمان گرماگذاريپس از اتمام . قرار گرفتگراد  سانتي

تـا   3وسيله فسفات بافر سالين  تمامي مراحل، مرحله شستشو به
بعـد از اتمـام مراحـل شستشـو، از سـرم      . بار انجـام گرفـت   5

هاي تزريق شده با پروتئين كايمر سـريال رقتـي از رقـت     موش
هـاي   كدر فسفات بافر سالين تهيه و در چاه 8000/1تا  250/1

درجـه   37سـاعت در دمـاي    1مـدت   مربوط اضـافه شـد و بـه   
بعد از اتمـام زمـان مـورد نظـر بـه      . گراد گرماگذاري شد سانتي
بـادي آنتـي    از آنتي 10000/1ميكروليتر از رقت  100ها  چاهك

IgG      موشي كونژوگـه شـده بـا آنـزيمHRP )Horseradish 

Peroxidase( 37ها در  پليت. در فسفات بافر سالين اضافه شد 

 100سپس . ساعت قرار داده شد 1گراد براي مدت  درجه سانتي

به ) TMB )Tetramethylbenzidineميكروليتر از سوبستراي 
پليت در مكان تاريك قرار گرفـت    ميكرو. هر چاهك اضافه شد
دقيقـه از واكـنش، بـا     15پس از گذشت . تا واكنش انجام شود

. ل، واكـنش متوقـف شـد   نرمـا  5/2استفاده از اسيد سولفوريك 

از  .نانومتر خوانده شـد  450ها در طول موج  جذب نوري پليت
  .عنوان كنترل منفي استفاده شد به E.coli BL21(DE3)سلول 

هاي نوتركيب بـا   مقايسه ميزان چسبندگي سلول
  تليال انساني هاي اپي اسنيتوباكتر بوماني به سلول

 ـ   توليد پروتئينپس از بيان و  ه روش ذكـر  هـاي نوتركيـب ب
فاقـد   DMEM، رسوب بـاكتري بـا محـيط كشـت     بالاشده در 

بار شستشـو و در محـيط    3تا  2بيوتيك و سرم جنين گاو،  آنتي
هـاي نوتركيـب    كشت فوق سوسپانسيون شد تا تعـداد بـاكتري  

FhaB1 ،FhaB2ــ ــاني ، اســ و  ATCC19606نيتوباكتر بومــ
10بــه  BL21(DE3)اشريشــيا كلــي 

7
ســلول بــاكتري در هــر  

10، حـدودا  سـلول سازي  براي آماده. برسدليتر  ليمي
5

سـلول از   
هـر   در A549 ،HeLa شـامل  انسـاني تليـال   اپي هاي سلول رده

سـاعت   24مدت   تايي كشت سلول ريخته و به 6چاهك پليت 
بعد از اتمام گرماگـذاري، بـه هـر چاهـك     . شود گرماگذاري مي

 3زوده و ميكروليتر از سوسپانسيون باكتري اف 100 سلولحاوي 

ســپس . گــراد گرماگــذاري شــد درجــه ســانتي 37ســاعت در 
عـلاوه   هاي كه نچسبيده با كمك بـافر فسـفات سـالين بـه     سويه

بـا اسـتفاده از    هـا  سـلول . درصد ژلاتين شستشو داده شد 15/0
محلول تريپسين برداشته و محتـوي چاهـك هـا بـا اسـتفاده از      

حـاوي  ) Nutrient Agar(سري رقت در پليت نوترينت آگـار  
درجه  سـانتي   37ها در دماي  پليت. بيوتيك كشت داده شد آنتي

ميزان چسبندگي به كمـك درصـد تعـداد    . گراد گرماگذاري شد
هـاي اوليـه    هاي شمارش شده تقسيم بـر تعـداد بـاكتري    كلوني

  .]15[افزوده شده به هر چاهك محاسبه شد 

  

هـاي نوتركيـب،    ميزان تشكيل بيوفيلم در سـلول 
  BL21(DE3)ر بوماني و اشريشيا كلي اسنيتوباكت

 هاي نوتركيـب، اسـنيتوباكتر بومـاني واشريشـيا     توانايي سويه

 Brossardبراي تشـكيل بيـوفيلم بـه روش     BL21(DE3)كلي 

  هـاي يـك ميكروپليـت     در هر يك از چاهـك . ]16[سنجش شد 

  ميكروليتـــر از كشـــت شـــبانه بـــاكتري بـــه   20اي،  خانـــه 96

حـاوي   M9 Biofilm Medium ميكروليتر محـيط كشـت   180
روز در  5مـدت   افـزوده و بـه   IPTGبيوتيـك آمپيرسـيلين و    آنتي
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پـس از اتمـام زمـان    . گراد گرماگذاري شد درجه سانتي 30دماي 
ها را خالي كرده و با بـافر   گرماگذاري، محيط كشت داخل چاهك

هـا بـا    محتـوي چاهـك  . بار شستشو داده شد 5تا 3نمك فسفات 
دقيقـه   15مـدت   درصد بـه  Crystal Violet (1(كريستال ويوله 

كريستال ويولـه   آميزي، رنگ رنگبعد از اتمام زمان آميزي و  رنگ

رنـگ  . ها با بافر نمك فسفات شستشو شد را خالي كرده وچاهك
 - ميكروليتر محلول حاوي اسـتن  100ويوله درون هر چاهك در 

حل شد و با كمك قرائـت گـر   ) حجمي/حجمي 80به  20(الكل 
ELISA )ELISA Reader ( نـانومتر   595برابـر   طول مـوج در
  .گيري شد اندازه

  

                                                                     

  

  پليمرازاي  هبا كمك واكنش زنجير  fhaB2نوكلئوتيدي 5797قطعه ) ب(، fhaB1نوكلئوتيدي  3219تكثير قطعه ) الف( 1شكل 

  

  نتايج

بـندگي      ناسايي ژنش هاي كـد كننـده پـروتئين چس
  سيستم ترشحي دو جزئي در ژنوم اسنيتوباكتر بوماني

ــا كمــك قســمت  هــاي  تجزيــه و تحليــل بيوانفورماتيــك ب
سيسـتم ترشـحي دو   هاي وابسته بـه   اگزوپروتئينحفاظت شده 

كيلوباز و  ORF 8/5جزئي در ژنوم اسنيتوباكتر بوماني، دو نوع 
هـاي   ان داده است كه متعلق بـه اگزوپـروتئين  كيلوباز را نش 6/3

  هــا در  هــر دوي ايــن اگزوپــروتئين  . ايــن خــانواده اســت  

اي دارد كـه بـراي    اسيدآمينه اول خود ناحيه حفاظت شـده  200
 ORFايـن دو  . رود كار مي هاي اين خانواده به شناسايي پروتئين

  كيلوبـاز   8/5و قطعه  fhaB1كيلوبازي  2/3ترتيب براي قطعه  به
  

  

  

  

  

  

fhaB2 ــام گــذاري شــد ــروتئين. ن ــن اگزوپ ــا در خــانواده  اي ه
 نشـانه ، پپتيـد  سـيگنال پپتيـداز  . هاي ترشحي قـرار دارد  پروتئين

برش  27و  26را در ناحيه بين اسيدآمينه  FhaB1اگزوپروتئين 
را در نواحي بـين اسـيدآمينه    FhaB2ولي اگزوپروتئين دهد  مي
  .دهد برش مي 77و  76

  

به روش واكـنش   fhaB1 ،fhaB2اي ه تكثير ژن
  اي پليمراز زنجيره

اي  با توجه به شرايط ذكر شده براي انجام واكـنش زنجيـره  
و  fhaB2نوكلئوتيدي بـراي قطعـه ژن    5800پليمراز، يك باند 

روي ژل آگـارز    fhaB1نوكلئوتيـد   3600تك باند اختصاصي 
  ). الف و ب 1شكل (مشاهده شد 
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 ـ همسانه هـاي   ودن سـلول سازي و تراريخت نم
  BL21(DE3) مستعد

، pET22b-B2هاي ژنـي   نتايج برش آنزيمي كه روي سازه
pET22b-B1    ب نشـان داده   2الـف،   2انجام شـده در شـكل

 -70تهيه و در )Stock(ذخيره هاي تأييد شده  كلون. شده است

هاي تأييد شـده حـاوي    كلون .شدند گراد نگهداري  درجه سانتي
 FhaB1 ،FhaB2ترتيـب   به fhaB1، fhaB2هاي نوتركيب  ژن

  .نام گذاري شدند

  

                                                      
  

  pET22b-B2 )ب( pET22b-B1) الف( ،Xho1 ،Nde1هاي  هاي نوتركيب توسط آنزيم برش آنزيمي سازه 2 شكل

  

                                                                                   
  

  كيلودالتون FhaB2، 190) ب(كيلودالتون  FhaB1، 110) الف(هاي نوتركيب با كمك وسترن بلات  ييد بيان پروتئينأت 3 شكل
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، pET22b-B2هـاي ژنـي    بررسي بيان در سازه
pET22b-B1  

تواند نمايـانگر   كيلودالتون مي 190و  110مشاهده باندهاي 
. هاي تراريخت شـده باشـد   وتركيب در سلولهاي ن بيان پروتئين

 3شكل (اين باندهاي پروتئيني توسط آزمايش وسترن تأييد شد 

  ).ب 3الف، 

  

هـاي نوتركيـب بـا كمـك      تأييد بيان پـروتئين 
  الايزاي سلول كامل

ــلول   ــه س ــان داد ك ــايش نش ــايج آزم ــب و  نت ــاي نوتركي ه
در را  FhaB1 ،FhaB2هـاي   اسنيتوباكتر بومـاني، اگزوپـروتئين  
  ).4شكل (كنند  سطح غشاي خارجي خود بيان مي

  

  
  

هاي نوتركيـب در سـطح    الايزاي سلول كامل براي تأييد بيان پروتئين 4شكل 
  BL21DE3غشاي خارجي سلول اشريشيا كلي 

  

  
  

بومـاني و   ، اسـنيتوباكتر FhaB1، FhaB2 بررسي ميـزان چسـبندگي   5شكل 
  يال انسانيتل هاي اپي به سلول BL21(DE3) كلي اشريشيا

  

هاي نوتركيب بـا   مقايسه ميزان چسبندگي سلول
  تليال انساني هاي اپي اسنيتوباكتر بوماني به سلول

هـاي نوتركيـب كـه واجـد اگزوپـروتئين       آن دسته از سلول

FhaB1 ،FhaB2  اســت و اســنيتوباكتر بومــاني در مقايســه بــا
. دتليال ريه دارن سلول اشريشيا كلي تمايل بيشتري به سلول اپي

در  FhaB2هــاي نوتركيــب  ايــن در حــالي اســت كــه ســلول 
  ).5شكل (نقش ندارند  HeLaتليال  چسبندگي روي سلول اپي

  

هاي نوتركيـب و   ميزان تشكيل بيوفيلم در سلول
  اسنيتوباكتر بوماني

و اسنيتوباكتر بوماني در  FhaB1 ،FhaB2هاي  اگزوپروتئين
تري را بـراي  تمايل بيش ـ BL21(DE3)مقايسه با اشريشيا كلي 

ميـزان تشـكيل    .تشكيل بيوفيلم روي سطوح پلي استري داشتند
، اسـنيتوباكتر  FhaB1 ،FhaB2هاي نوتركيـب   بيوفيلم در سويه

و  50، 78، 72ترتيـب   بـه  BL21(DE3)بوماني و اشريشيا كلي 
  .درصد است 12

  

  بحث

اسنيتوباكتر بوماني، براي بقا، تكثيـر و انتشـار در سـطح بـدن     
در بين ايـن عوامـل،   . زايي متعددي دارد عوامل بيماري پستانداران

علاوه بر پيلي و فيمبريه كه در چسبندگي باكتري و كلونيزاسـيون  
هـاي غيـر    يك سـري از پـروتئين   ]17[كند  نقش مهمي را ايفا مي

اند كه در خـانواده   فيمبريه در ژنوم اسنيتوباكتر بوماني مطالعه شده
توانـد در چسـبندگي    و مـي  ]18[سيستم ترشحي دو جزئي است 

اعضـاي ايـن خـانواده از    . باكتري به سطوح غير زنده مؤثر باشـد 
خـارج  / هـاي ترشـحي   ، از دسته پروتئينخود انتقاليهاي  پروتئين

صـورت   غشايي است كه به كمك اجزاي تشكيل دهنده خـود بـه  
مستقل از غشا عبـور كـرده و در سـطح غشـاي خـارجي سـلول       

هـاي   هـا در خـانواده پـروتئين    اين پـروتئين . گيرد باكتري قرار مي
دامنــه وســيعي از در سيســتم ترشــحي دو جزئــي قــرار گرفتــه و 

هاي گرم منفي توليـد شـده و عملكـرد متنـوعي همچـون       باكتري
  . تهاجم، تشكيل بيوفيلم، سميت و چسبندگي دارد

هاي كد كننده اگزوپروتئين و كانال كه وابسته به سيستم  ژن
هاي مختلف اسـنيتوباكتر   زئي است در ژنوم سويهترشحي دو ج
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هـاي   بررسي بيوانفورمـاتيكي تـوالي  . است بوماني شناسايي شده
ــروتئين   ــوالي اگزوپ ــا ت ، FhaB1شناســايي شــده در مقايســه ب

FhaB2   در اسنيتوباكتر بومـانيATCC19606    نشـان داده كـه
ها به جز در نواحي حفاظت شده در سـاير منـاطق بـا     اين توالي

اسـيد   200 سيستم خـود انتقـالي  در اين نوع . متفاوت است هم
مناطق حفاظت شـده را تشـكيل    اگزوپروتئين N پايانه آمينه در

هـا بـه سـطح غشـاي      كه در انتقال ايـن پـروتئين   ]21، 15[داده 
هاي وابسته بـه ايـن سيسـتم نقـش      خارجي و شناسايي پروتئين

بومـاني بـه    هـاي اسـنيتوباكتر   درصد تشـابه اگزوپـروتئين  . دارد
 O157H7درصد و در اشريشيا كلي  30اگزوپروتئين موركسلا 

  . درصد را نشان داده است 40

هاي اين خانواده دارا بودن  هاي مهم پروتئين از ديگر ويژگي
كـه در   ]19[هـاي مشـخص اسـت     طويل با ويژگـي  نشانه پپتيد

در  نشـانه  وجـود پپتيـد   FhaB1 ،FhaB2هـاي   مورد پـروتئين 
پــروتئين  76و آمينواســيد  FhaB1، پــروتئين 26آمينواســيد 

FhaB2 ها است نشان دهنده ترشحي بودن اين پروتئين.  

هـا تعـداد    با توجه به عملكردهاي متنـوع در ايـن پـروتئين   
ها در سطح مولكولي شـناخته شـده و    محدودي از اين پروتئين

عنـوان مثـال    بـه . زايي ثابـت شـده اسـت    ها با بيماري ارتباط آن
در  FHA و Pertacin، خـود انتقـالي  هـاي   از پـروتئين  توان مي

وس آنفلـونزا  در هموفيل ـ HAPوتئين بوردتلا پروتوزيس و پـر 
نام  )Non-Typable Haemophilus influenzae( غير تيپيك

هاي بيشتر همچنين مشخص كرده كه پروتئين  بررسي. ]20[برد 
FhaB-like )هـاي شـبيه بـه پـروتئين فيلامنـت      اگزوپروتئين-

در اسـنيتوباكتر بومـاني شـامل هـر دو دومـين       )Bماگلوتينين ه
ترشـــحي و عملكـــردي اســـت و بايـــد بتوانـــد مشـــابه بـــا 

، ]13[در موركســـلا  MhaB1 ،MhaB2هـــاي  اگزوپـــروتئين
FhaB  تليال  هاي اپي توانايي چسبيدن به سلول ]22[در بوردتلا  

  

ر هـا د  ايـن پـروتئين  . انساني در شرايط آزمايشگاهي را نشان دهد
تشكيل بيـوفيلم روي سـطح غيـر زنـده نيـز نقـش مهمـي دارد،        

 گريز پيوند آبتواند  سطح سلول مي گريزي ميزان آبطوري كه  به

را بين سطح سلول ميكروب و سطوح غيـر زنـده افـزايش داده و    
بررسي حاضر نيز كـه  . ]23[اين امر در تشكيل بيوفيلم مؤثر است 

ــلول  ــوفيلم را در س ــزان تشــكيل بي ــاي  مي ــب ه ، FhaB1نوتركي
FhaB2     و اسنيتوباكتر بوماني با اشريشياكلي مقايسـه كـرده ، ايـن

نتايج را تأييد كرده است ولـي نكتـه قابـل تأمـل ايـن اسـت كـه        
ــه سيســتم  FhaB1 ،FhaB2هــاي نوتركيــب  پــروتئين وابســته ب

هاي وابسته به ايـن   ترشحي دو جزئي هستند و بايد با كمك كانال
در پـژوهش حاضـر بـه دليـل     . گيرنـد  سيستم در سطح غشا قرار

هاي وابسته به اين سيستم در سطح غشـا قـرار نـدارد     كه كانال اين
پلاسـمي   هاي مـورد مطالعـه بيشـتر در فضـاي پـري      اگزوپروتئين

. توانـد بـر سـطح غشـا قـرار گيـرد       يابد و نمـي  باكتري تجمع مي

ز كه بيـان بسـيار بـالايي ا    هاي نوتركيب به دليل اين بنابراين سويه
تليـال   پروتئين را نشان ندادند خصوصيت چسبندگي به سلول اپي

ها نسبت به اسنيتوباكتر بومـاني اخـتلاف زيـادي     آن گريزي آبيا 
توان طراحي كـرد   هاي نوتركيبي را مي همين منظور سلول به. ندارد

كه حاوي هر دو سازه نوتركيب اگزوپروتئين و كانال باشـد تـا در   
در . باكتري نقش مؤثرتري داشته باشـد كلونيزاسيون و چسبندگي 

عنوان كانديـدي   تواند به هاي مورد مطالعه مي اين صورت پروتئين
در طراحي واكسن در استراتژي درماني اسنيتوباكتر بومـاني مـورد   

  .توجه قرار گيرد

  

  تشكر و قدرداني

هاي دانشـگاه شـاهد در انجـام ايـن      وسيله از حمايت بدين
  . آيد ني به عمل ميتحقيق كمال تشكر و قدردا
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