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بافتی، مولکولی و باکتریایی نمونه هاي بیماران مبتلا به بیماري هاي  بررسی
  ) تهرانبقیه االله (عج التهابی روده از بیمارستان

  1، صدیقه مهرابیان2رضا بهروزي، 2شهلا محمدگنجی ،1نجمه نجف زاده
 ایران. تهران. ،دانشگاه آزاد اسلامی، دانشکده علوم زیستی، گروه میکروبیولوژي، واحد تهران شمال-1
 shahlamg@yahoo.com ایران. .پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوري، تهران-2

 10/8/93تاریخ پذیرش:      29/6/93تاریخ دریافت: 
  چکیده

باعث القا ، ژنن ای. است pksواجد ژن  E.coliیکی از علل عفونت هاي داخل بدن، آلودگی با باکتري مقدمه و هدف: 
یش قابل ، افزامی باشنددر انتروسیت هاي موش می شود. در سلول هایی که در معرض توکسین  H2AXفسفوریلاسیون هیستون 

جداشده از  E.coliدر باکتري  pks. در این تحقیق وجود منطقه ژنی دیده می شودها  فراوانی جهش در ژن هاي آندر توجهی 
مورد  بیماران مبتلا به بیماري التهابی روده و افراد نرمال مراجعه کننده به کلینیک گوارش و غدد بیمارستان بقیه االله (عج) بیوپسی

  .است بررسی قرار گرفته
زرگ افراد مبتلا به باز بافت روده  بیوپسینمونه  25 افراد سالم و بیوپسینمونه  20مطالعات میکروبیولوژي و مولکولی روش کار: 

وم ژنمیکروبی و بیوشیمیایی از بافت روده با روش هاي  E.coliپس ازشناسایی باکتري قرار گرفت. مطالعه بیماري التهابی روده مورد 
استفاده و  pksبراي باکتري مورد نظر از لحاظ داشتن ژن هاي موجود در منطقه  Multiplex PCRروش  اج و بهباکتري استخر

  % بررسی شد.2به وسیله الکتروفورز بر روي ژل آگاروز  PCRمحصول
  هستند. pksجداشده از نمونه هاي بیماران، داراي منطقه ژنی  E.coli%از باکتري هاي  28که  مشخص نمودیج نتایافته ها: 

 pks.، کلی باکتین، ژنE.coli، بیماري التهابی رودهواژه هاي کلیدي: 

  مقدمه
 IBD)Inflammatoryیا  روده لتهابیي اهاريبیما

Bowel Diseaseريبیما دو که ستا صطلاحی) ا 
 ريبیما ) وUlcerative Colitisاتیو(لسراو کولیت

 کولیتدر . دمیگیر بر در را )Crohn's Diseaseون(کر
 رخ رگبز روده خلیدا ارةیود در روده بلتهااتیو، السراو

 و خلیدا ارهیود بلتهاا سبب ونکر ريبیماو هد د می
 ،دمیشو کوچک و رگبز روده دو هر درجی رخا

 و هشد خمز و رممتو قرمز روده خلیدا ارهیوبنابراین د
 روده لتهابیي اهاريبیما. )15اتفاق می افتد( يخونریز

د شو می هیدد لسا 29- 18ن بین جوا ادفرا در بیشتر
 یا و سالگی دو سنین نکادکو اردي نیز درموهرچند که 

 شتهدا دجوو ندگیز هشتم و هفتم هۀد در انسالمند
 ريبیما به بتلاا ايبر یکسانی شانس نناز و هادمر. ستا

 روده لتهابیا يهاريبیما دقیقعلل اگر چه  .)15ند(دار

 مینهز ینا در نیز ديمتعد يها نظریهناشناخته است، 
 کندمی نبیا، ژنتیکی هاينظریه  مثلاً برخی از. دارد دجوو

 ثیار به صورت هاادهخانو در روده لتهابیا ريبیماکه 
 به نمبتلایا صددر 30 تا 15 ودحدد زیرا میشو هیدد

 ندوخویشاداراي حداقل یک  روده، لتهابیا يهاريبیما
- این ردمو در مطالعاتی لبتهمی باشند. ا ريبیما ینا به مبتلا

 دیجاا لمسئو ن هاژ از هیوگر یا خصوصی به ژن یاآ که
 اتتغییر. ستا منجاا لحا در خیر یا ستا ريبیما ینا

 نبد طبیعی فاعید سیستم(نبد یمنیا سیستم در ريبسیا
 روده لتهابیا يهاريبیما به نمبتلایا) ي هاربیما برابر در
 تسا ینا ستا ناشناخته زهنو و آن چهست ا هشد هیدد

. دشو می اتتغییر ینا دیجاا سبب عواملیچه  که
 جمله از ،ستا هشد منجاا زمینهینا در ديیاز تمطالعا

 ملاعو با را روده لتهابیا يهاريبیما طتباار که مطالعاتی
 ندانمیتو سسترا هداشو سساا بر. کند می سیربر عفونی
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 لیو د،شو روده لتهابیا يهاريبیما به بتلاا سبب تنهایی به
 را مانیدر برنامۀ به يمندزنیا و ها علائمريایر بیماس مثل

  . )17میکند( تشدید
  اتیو لسراو کولیت

 لسا 40 تا 15 انجو ادفرا اتیو درلسراو کولیت ،غلبا
 خلیدا ارةیود در تنهااتیو لسراو کولیت. دشو می هیدد

 به منحصر فقط قتیو. هدد می رخ مقعد و رگبز رودة
 رودة و مقعد بلتهاا. دشو می هنامید کتیتوپر باشد مقعد

 ینا ده وش يجلوگیر آب بجذ از دشو می سبب رگبز
اتیو لسراو کولیت .دشو می لسهاا دیجاا سبب مسأله

 داًمجد گاهی و یابد می دبهبو گاهی که ستا ريبیما
اتیو لسراو کولیت علائمیع ترین ). شا17کند( می دعو

 ،مقعد از يخونریز ،شکمی مپاکر ل،سهاعبارتست از: ا
 ،خستگی شاملاین بیماري  علائمع. سایر تهور و مکر تب

 ،مفاصل درد ،شکمی درد ،شتهاا کاهش وزن، کاهش
 ن،بد حملاا و آب دادن ستد از ي،کبد تمشکلا
 خونی کم همین و(دشو می خونی کم سبب که يخونریز

 رمتو و يقرمز ،)دشو می خستگی دیجاا سبب که ستا
 اچر داندنمی  نطمیناا با کس هیچاست. ها  چشم

 روده بلتهاا با نهاي این گو روده از رجخا تمشکلا
 کولیت یافتن دبهبو با تمشکلا ینا. میشوند اههمر

 مبتلا هستند که نیرابیما از نیمی. مییابد دبهبواتیو لسراو
  .)17ند(دار خفیفی علائم فقط

  بیماري کرون
 دعو و دبهبو يها دوره که ستا مزمنی ريبیما ونکر

 خمز دیجاا و بلتهاا یندآفر ريبیما ینا علت. دارد دمجد
. هدد می رخ روده ارةیود عمقی يلایهها در که ستا

 پائینی قسمت شامل ه،یدد سیبآ يها ناحیه ترین شایع
 رودة قسمت لیناو چنینهم و) میلئوا یا(کوچک رودة

 روده قسمت لیناو يگیردر رتصو در(باشند می رگبز
- می وکولیتیلئا ونکر ريبیما از عنو ینا به رگبز

 هستگاد از قسمتی هر ندامیتو ونکر ريبیما). گویند
) کوچک روده و همعد تا گرفته نهاد از(فوقانی ارشگو

. شایعند نهاد در مانند فتآ يخمهاز. نماید مبتلا هم را
 قسمت و همعد ي،مر در ستا ممکن هم چنین خمهاز

 رخ) ههدوازد یا منودئود یعنی(کوچک رودة بالایی
روده تنها  و همعد يخمهاز و ها خمز ینا ینبتمایز . هندد

 .)4امکان پذیر است( داريبر نمونه تمعاینا توسط
می شک درد عبارتست از: ونکر ريبیما علائم شایعترین

وزن،  کاهش ل،سهاا ،شکم پائین و سترا سمت در
 ستا ممکن مزمن يتب. خونریزي و مقعد يخونریز

- می خونی کمیا  قرمز ل هايگلبو رششما کاهش سبب

 تأخیر ستا ممکن ونکر ريبیما به مبتلا نکادکوگردد. 
  .)4باشند( شتهدا شدر

  با بیماري هاي التهابی روده E.coliارتباط باکتري 
باکتریایی که در دستگاه گوارش  اجتماعات متراکم

خوانده می شوند  " microbiota" نام به زندگی می کنند
ه نسانی بها در سلامت و بیماري هاي ان که نقش اصلی آ

 ایی مورد شناسایی قرار گرفته است.طور فزاینده
تحت را عملکردهاي مفید سلول انسانی  تا عموماًومیکروبی

و باعث تقویت راه هاي ایمنی سلولی  تاثیر قرار می دهد
یکی از اعضاي  ).5(گردد در برابر پاتوژن ها می

است که چند  E.coli، میکروبیوتا دستگاه گوارش انسانی
و در سراسر شده نیزه واز تولد در روده کل عدروز ب

 E.coliجمعیت سویه  زندگی میزبان در روده وجود دارد.
، A(داقل در چهار گروه فیلوژنیک اصلیرا می توان ح

B1 ،B2 ،D (  .سویه طبقه بندي کردE.coli  گروهB2 
ها فراوانی کمتري در محیط دارد ولی نسبت به سایر گروه

- %30شتري در روده باقی بماند و مدت بیه می تواند ب
% از سویه هاي ایزوله شده در مدفوع انسان هاي سالم 50

 ).5، 13(رهاي با درآمد بالا را تشکیل دهددر کشو
از سویه هاي باکتري  %34امروزه کشف کرده اند که 

یک منطقه ، B2متعلق به گروه فیلوژنیک  E.coliهمسفره 
 ).5(حمل می کنند را pksنام منطقه ه حفاظت شده ژنی ب

) و پلی NRPSاین خوشه ژنی یک پپتید غیر ریبوزومی(
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دهد هیبرید  ) را کد می کند که اجازه میpksاید(تک
 .پپتید ترکیبی ژن توکسین کلی باکتین را تولید کند

آنزیم هاي مورد نیاز براي سنتز کلی باکتین، در منطقه 
حضور  pksتحت عنوان جزیره  kb54ژنومی با اندازه 

 قرار دارد. tRNA asnWدارند که در منطقه لوکوس 
دیده می شود این منطقه داراي  1همان طور که در شکل 

سه پپتید غیر ریبوزمی ، )ORFقالب قابل خواندن( 23

دو )، pks(ز، سه پلی کتاید مگاسنتتا(NRPS)مگاسنتتاز
دو لوازم جانبی براي  مگاسنتتاز و NRPS⁄pksهیبرید 

یم است. مطالعات انجام گرفته بر ویرایش و اتصال آنز
دهد که تمام  روي باکتري هاي جهش یافته نشان می

ژن فرعی براي تولید  8همراه ه ب NRPSو  pksمناطق 
  ).14یک ژنوتوکسین فعال مورد نیاز هستند(

  
 

 
ها در این  ت. جزییات ژنیکی از وظایف عمده این منطقه ژنومی کد کردن ژنوتوکسین کلی باکتین اس pksمنطقه ژنومی  - 1شکل 

  ). 13خوشه ژنی قابل مشاهده است(
  

به عنوان  clbB, clbNدر دسته بندي جدید از 
نام  pksدر منطقه  5′و3′مارکرهایی به ترتیب براي مناطق 

به عنوان مارکرهاي clbA, clbQ برده شده است و از 
ژن  12نام برده شده است، هم چنین  pksتکمیلی منطقه 

ی براي این منطقه در نظر گرفته می شود. کلی بیماري زای
یا به  "DNAپاسخ آسیب "باکتین باعث فعال شدن 

) در DDRs)DNA Damage Responseاصطلاح 
هایی ه به توکسین می شود. یکی از آسیبهاي آلودسلول

که به وسیله کلی باکتین ایجاد می شود شکست در دو 
ست که ) اDSB)Double strand breakیا  DNAرشته 

 DDRs همراه است.  H2AXبا افزایش سطح هیستون 
براي حفظ اطلاعات ژنتیکی ضروري است و حفظ 
تمامیت ژنومی در سلول هاي در معرض آسیب در برابر 

(گونه هایی که در طی ROSفعالیت هاي آندوژنی 
) و عوامل محیطی بولیسم خود ایجاد اکسیژن می کنندمتا

آن ها است.  ) بر عهده UV(پرتوهاي یونیزاسیون و اشعه 
هماهنگ با پروتئین هاي  DDRسنجش و فعال سازي 

از خانواده پروتئین  3نازفسفاتیدیل اینوزیتول و شبه کی
صورت میDNA-PK  و ATM  ، ATR :کینازها
). نتیجه این فعالیت مهار چرخه سلولی و فعال 16گیرد(

اگر تعمیر به  است.DNA شدن راه هاي تعمیر آسیب 
امل صورت گیرد چرخه تکثیر سلولی به حالت صورت ک

طبیعی برمی گردد در غیر این صورت سلول به سمت 
آپوپتوزیس یا پیري سلولی می رود این امر می تواند 

در آزمایشگاه ). 9باعث ایجاد ناپایداري ژنومی گردد(
شکستن دو رشته  موجب عفونت با این سویه از باکتري

DNA یگر مید در محیط کشت سلولی از یک -

- اکتین مانند سیکلومودولین عمل می).کلی بDSBsشود(

کند و باعث متوقف شدن و مسدود شدن سیکل چرخه 
مطالعات نشان داده است در  .سلول یوکاریوت می شود
روابط همزیستی میزبان و  IBDتعدادي از بیماري ها مانند

فلور میکروبی شکست می خورد. سابقه بیماري هاي 
و بیماري کرون  ، کولیت اولسراتیوIBDروده اي مانند 

) Colorectal Cancer(احتمال ابتلا به سرطان کولورکتال
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را افزایش می دهند زیرا در این بیماري ها روده بزرگ به 
). بنابراین التهاب 14مدت طولانی ملتهب می باشد(

فیزیولوژي میزبان را براي ترویج سرطان تغییر می دهد 
-Colitis)طان کولورکتالکه در کولیت مرتبط با سر

associated CRC)  دیده شده است، گرچه مکانیسم
ي که منجر به سرطان کولورکتال دقیق التهاب روده ا

در کولون افراد مبتلا به سرطان  .شود، ناشناخته استمی
از   E.coliکولون و بیماري هاي التهابی روده، باکتري 

ابراین فقط افزایش می یابد بن Invasiveو  Adhesiveنوع 
می توانند در روده بزرگ بیماري   E.coliسویه هایی از 

ایجاد کنند که عضو نرمال فلورمیکروبی نیستند و 
Extraintestinal E.coli   یاExPEC نامیده می -

). عفونت هاي گذراي سلول یوکاریوت با 6، 14شوند(
ExPEC  گروه فیلوژنی) (ECOR-B2 در واقع تقسیم ،

- می megalocytosisرده و باعث القا میوز را متوقف ک

- تباط با جزایر ژنومی گسترش یافتهگردد. این رفتار در ار

- نامیده می  pksاست که جزایر ژنومی  E.coliاي در

شیوع منطقه کلی باکتین در میان خانواده منشا  .)6شود(
 E.coliاین منطقه نه تنها در  انتروباکتریاسه ناشناخته است.

پنومونی، انتروباکتر آئروجینز و بلکه در کلبسیلا 
این منطقه در  ،سیتروباکتر کوسري تشخیص داده شده

شدت حفظ شده و همیشه با تعیین ه بین این گونه ها ب
تغییرات ساختاري بین  یرسینیا باکتین در ارتباط است.

 intergenicفرد تنها در یک منطقه ه ب سویه هاي منحصر
ي پشت سر هم است که حاوي تعداد متغیري از تکرارها

منطقه کلی باکتین به گروه  E.coliدر  مشاهده شده است.
 asnW tRNAمحدود شده و در لوکوس  B2فیلوژنیک 

  ).6، 14(قرار گرفته است
  مواد و روش ها 

نمونه بیوپسی روده بزرگ بیماران مبتلا به 18 تعداد
نمونه افراد مبتلا به  12 بیماري هاي التهابی روده از قبیل

 4نفر مشکوك به پولیپ یا کولیت اولسراتیو و  2پ پولی

عدد نمونه بافت روده  20 نمونه بیمار مبتلا به کرون و
سالم جهت مقایسه با فلور طبیعی از بیماران مراجعه کننده 

-  (عج)، درون ویالااللهبه کلینیک گوارش بیمارستان بقیه 

درجه سانتی گراد به  -80هاي استریل در دماي 
نتقال داده شد. مراحل جمع آوري نمونه آزمایشگاه ا

همراه با رضایت نامه و تکمیل فرم پرسشنامه بود. ابتدا 
نمونه ها براي عکس برداري با میکروسکوپ نوري آماده 
شد و از هر دو نمونه بافت روده بزرگ بدون حضور 

E.coli  واجد ژنPKS  مثبت و بافت روده بزرگ در
عکس تهیه گردید. مثبت،  PKSواجد ژن  E.coliحضور 

بدین منظور ابتدا برش هایی از نمونه هاي بافتی تهیه و با 
ن و ائوزین رنگ لیهاي هماتوکسی استفاده از رنگ

آمیزي شد. سپس از برش هاي آماده شده توسط 
میکروسکوپ، عکس گرفته شد.  براي جداسازي 

از بافت روده بزرگ بیماران مبتلا محیط  E.coliباکتري 
، Agar TSAي از جمله محیط هاي هاي کشت مغذ

BHI broth  ،BHI Agar،LB broth   و افتراقی براي
 EMB، خانواده انتروباکتریاسه از قبیل باکتري هاي

Agar، Mackconcy  Agar محیط هاي بیوشیمیایی از  و
جهت  PBSو بافر  TSI ،IMVIC ،Urea agarجمله: 

گرفت.  شستشوي اولیه قسمتی از بافت مورد استفاده قرار
خریداري  MERCKتمامی محیط هاي کشت از شرکت 

شده بود. هر نمونه در شرایط استریل و در زیر هود 
به دو قسمت تقسیم شد.  لآزمایشگاهی با کمک اسکالپ

 LB brothمحیط  ml5یک قسمت در درون ارلن حاوي 
ریخته و به مدت  PBSبافر ml5و دیگري در ارلن حاوي 

درجه سانتی  37زنده در دماي ساعت در انکوباتور لغ24
ساعت نمونه ها بیرون  24گرماگذاري شد. بعد از گراد 

لیتر میلی 9ن رقت در محیط هاي حاوي یتعی آورده شد و
انجام گرفت و سپس براساس پروتکل  PBSبافر 

میکروبی از تمامی رقت ها بر روي محیط افتراقی مک 
یط به صورتی که هنگامی که محه کانکی آگار برده شد ب

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

  93پائیز  ،4، شماره 7جلد ، 27فیزیولوژي و تکوین جانوري ، شماره پیاپی علمی پژوهشی فصلنامه                                         

 

65 

رسید از محیط حاوي باکتري درجه سانتی گراد  45دماي 
درون پلیت ریخته و بعد محیط را به میلی لیتر  1به میزان 

آن اضافه کرده و در جهت عقربه هاي ساعت پلیت 
چرخانده می شود تا محیط کاملاً پخش شود سپس به 

گرما درجه سانتی گراد  37ساعت در دماي  24مدت 
 4ت. پس از رنگ آمیزي گرم، کشت گذاري انجام گرف

انجام  EMBمرحله ایی باکتري ها بر روي محیط افتراقی 
درجه سانتی گراد  37ساعت در دماي  24و به مدت 

ایزوله شود. بعد از  E.coliگرماگذاري شد تا باکتري 
 جداسازي و خالص سازي باکتري تست هاي بیوشیمیایی

TSI، IMVICانجام گرفت  و اوره براي باکتري مورد نظر
پلیت کامل  و پس از شناسایی به روش بیوشیمیایی یک

 LBمحیط  میلی لیتر 5به درون  حاوي کشت تازه باکتري

broth  تلقیح کرده بدین منظور از باکتري هایی که در فاز
ساعت در  24لگاریتمی رشد بودند استفاده شد و به مدت 

 750گرماگذاري شد و سپسدرجه سانتی گراد  37دماي 
گلیسرول استریل به فالکون هاي حاوي باکتري میکرولیتر 

خاص شده اضافه گردید و به درون ویال هاي استریل 
جهت درجه سانتی گراد  -24انتقال یافت و در فریزر 

  نگهداري ذخیره شد.
  استخراج ژنوم باکتري ها

محیط مایع میلی لیتر  5پس از تلقیح باکتري ها در
BHI ساعت در دماي  24مدت  و پس ازگرما گذاري به

(یعنی زمانی که باکتري ها در فاز درجه سانتی گراد 37
لگاریتمی رشد بودند)، استخراج ژن از باکتري ها بر 
اساس دستورالعمل کیت دکتر شایان انجام شد. کیفیت 

DNA  استخراج شده توسط الکتروفورز بر روي ژل
% بررسی شد و کمیت آن ها توسط 1آگاروز 

نانومتر  280و  260تري در طول موج ها اسپکتروفتوم
استخراج شده از باکتري ها DNA بررسی شد در نهایت 

  ذخیره شد.درجه سانتی گراد  - 20در فریزر 
 PCRچند گانه اي پلیمرازواکنش زنجیره

Multiplex  

 clbBپس از طراحی پرایمر اختصاصی براي ژن هاي 
هاي DNAبراي  PCR، آزمایش مولتی پلکس  clbNو 

ستخراج شده از باکتري هاي بیماران انجام شد. تکثیر ژن ا
براي هر مخلوط واکنش بود. میکرولیتر  25با حجم نهایی 

براي انجام این آزمایش به مقدار مورد نیاز از هر ماده 
 Master mix،5/9 میکرولیتر 5/12 شرح زیر است:

میکرولیتر  DNA ،5/0میکرولیتر 1میکرولیتر آب یونیزه، 
و  clbN Rو clbB Fو  clbB Rک از پرایمرهاي از هر ی

clbN F. master mix از شرکتDreamTaq 

Fermentase, Ca.  و پرایمرها از شرکت ژن فن آوران
و  Techno, UKتهیه شد. میکروتیوب ها در ترموسیکلر 

دقیقه،  5به مدت درجه سانتی گراد  94در شرایط دمایی 
، نتی گراددرجه سا 94سیکل دمایی به صورت  30سپس

و هر یک درجه سانتی گراد  72و درجه سانتی گراد  56
 72دقیقه در  5ثانیه و در نهایت به مدت  30به مدت 

گذاشته شد. پس از انجام آزمایش درجه سانتی گراد 
PCR Multiplex محصولات حاصله بر روي ژل ،

  % بررسی شد.2آگاروز 
  نتایج

تند قادر هس pksباکتري هایی که داراي منطقه ژنومی 
به توانایی تولید ژنوتوکسینی به نام کلی باکتین می باشند 
که می تواند منجر به ناپایداري ژنومی و شکست در 

DNA  دو رشته اي شود. وجود چنین عوامل تحریک
کننده ایی می تواند با پیشرفت رو به رشد بیماري التهابی 

- ان روده بزرگ همراه باشد. باکتريروده به سمت سرط

، قادر به تولید این سم نیستند. pksفاقد منطقه ژنی  هاي
(فاقد باکتري تحقیق بافت روده بزرگ افراد سالمدر این 
E.coli  واجد ژنPKSتلا به بیماري التهابی ) و افراد مب

) و نیز PKSواجد ژن  E.coli(داراي باکتري روده بزرگ
هاي جدا شده از بافت بیمار با باکتري E.coliباکتري هاي

E.coli  بافت افراد سالم مورد بررسی قرار گرفت. نتایج
نشان داد که تصویرهاي حاصله به وسیله میکروسکوپ 
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نوري نشان دهنده تغییراتی در بافت روده بزرگ است. از 
، به صورت فلور نرمال روده E.coliآن جا که باکتري 

بزرگ می باشد، تغییرات بافتی در دو نوع بافت شامل 
مثبت و بافت  PKSواجد ژن  E.coliبافت در حضور 

مثبت  PKSواجد ژن  E.coliروده بزرگ بدون حضور 

بررسی شد. نتایج نشان می دهد این تغییرات در بافت در 
مثبت واضح تر است که  PKSواجد ژن  E.coliحضور 

رشح شده از باکتري هاي تاحتمالاً در اثر کلی باکتین 
E.coli  واجد ژنPKS 2ایجاد می شود(شکل.(   

  
  

  
    

(الف): بافت روده بزرگ رنگ آمیزي شده است. شکل سمت راستتوکسیلین ائوزین اعکس میکروسکوپی بافت روده که با هم - 2شکل 
واجد ژن  E.coli) (ب): بافت روده بزرگ در حضور X100مثبت. شکل سمت چپ (با بزرگنمایی  PKSواجد ژن  E.coliبدون حضور 

PKS با بزرگنمایی مثبت)X100.(  
  

چنین نتایج حاکی از آن بود که باکتري ایزوله شده با هم
صورت کوکوباسیل هاي قرمز هرنگ آمیزي گرم، ب

ها  رنگ در زیر میکروسکوپ مشاهده شد. سپس باکتري
وسیله تست هاي بیوشیمیایی تشخیص داده شد. مطابق هب

از نظر تست هاي  E.coliنتایج حاصله، باکتري 
براي  مثبت :صوصیات زیر استداراي خ بیوشیمیایی

، اسیدي براي تست MRو  Indol ،Motilityهاي تست
. نتایج Ureaو  Citrateهاي و منفی براي تست TSIبراي 

 E.coliبر روي باکتري هاي  Multiplex PCRآزمایش 
صورت بالا، و پرایمرهاي ه ایزوله شده و شناسایی شده ب

 4داد که نشان  clbN و clbBهاي  اختصاصی براي ژن
 PKSنمونه بیمار مبتلا به پولیپ، داراي ژن  17از  نمونه

ولی در نمونه هاي کرون ژن مورد نظر  ،)5/23بودند(%
نمونه بافت سالم روده  20یافت نگردید. در مقایسه با 

نمونه داراي باند در منطقه مورد  20بزرگ نیز دو تا از 
  . )3(شکل %)10) مشاهده گردید( kb 700-500نظر (

  بحث و نتیجه گیري

در بیماري کرون  E.coliاخیراً افزایش شیوع باکتري 
) و نیز 11و سرطان روده بزرگ گزارش شده است(

حضور باکتري هاي مهاجم در هر دو بیماري سرطان 
روده بزرگ و بیماري کرون احتمالاً می تواند ناشی از 

ها در ایجاد بیماري، مشابه با نقش هلیکوباکتر  نقش آن
). باوجود شباهت هاي 12وري در سرطان معده باشد(پیل

زیست شناسی که بین بیماري التهاب روده و سرطان 
نظر می رسد که ه کولورکتال پراکنده وجود دارد ب

ترکیبات واسطه اي که طی عمل التهاب بوجود می آید 
) که این 2تواند باعث مهار مسیر آپوپتوزیس گردد ( می

تعامل بین کولون و گر عمل به خودي خود نشان
مطابق نتایج این مطالعه،  ).20میکروبیوتاي کولون است(

تصویر میکروسکوپ نوري حاصله از بافت روده داراي 
مثبت نشان دهنده تغییراتی در  PKSباکتري واجد ژن 

رشح شده از تبافت روده است که در اثر کلی باکتین 
ایجاد می شود.  PKSواجد ژن  E.coliهاي باکتري
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افراد مبتلا به  %5/23چنین از نظر مولکولی هم
 و clbBهاي  هاي التهابی روده، براي ژنبیماري
clbN(تولید کننده کلی باکتین) داراي باکتري E.coli 

بود. این نتایج در راستاي مطالعات مشابه  PKSواجد ژن 
ها اشاره می شود. در سال  است که در زیر به برخی از آن

2004 Hellen Martin  و همکارانش، تغییر
گلیکوزیلاسیون مخاطی در بیماري هاي التهابی روده و 

سرطان روده بزرگ با هدف اثر چسبندگی باکتري هاي 
، را بررسی کردند و  E.coli باکتريه ویژه مخاطی ب

نتیجه گرفتند باکتري هاي مخاطی چسبنده در پاتوژنز 
بیماري کرون و سرطان روده بزرگ داراي نقش حیاتی 

از بافت   E.coliشد. همچنین در این مطالعه باکتريی بام
مخاطی بیماران مبتلا به سرطان کرون و یا بیماري هاي 

  ).8التهابی روده جدا گردید(

    

  
  %.2برروي ژل آگاروز  PKSهاي محدوده ژنومی  براي ژن Multiplex PCRنتایج آزمایش  –3شکل 

: نمونه هاي باکتریایی جدا  3- 6هاي  : کنترل مثبت، چاهک2: کنترل منفی، چاهک 2, چاهک ladder:  1از چپ به راست: چاهک
 pksنمونه هاي باکتریایی جدا شده از بیماران که فاقد ژن منطقه  7-9هاي  بودند، چاهک pksشده از بیماران که واجد ژن منطقه 

  بودند. 
و همکـاران   James R. Johnsonاز دیـد مولکـولی،   
ــه  ــد ک ــومی  گــزارش کردن ــه ژن ــدین ژن  pksمنطق از چن

در سویه هاي  clbBتشکیل شده است. ایشان فراوانی ژن 
% اعـلام  32% و 58ترتیبه و مدفوع را ب جدا شده از خون

در بافـت روده   clbB و clbNکردند و فراوانـی ژن هـاي   
% 28هاي التهابی روده را به ترتیب  بیماران مبتلا به بیماري

ــد (8و  ــال ). 9% گــزارش نمودن  Johannes، 2009در س

Putze       و همکاران بـا مطالعـه بـر روي سـاختار ژنتیکـی و
توزیع منطقه ژنتیکی کلی باکتین در میان اعضاي خانواده 
انتروباکتریاسه، نشان داد این منطقه ژنی در میـان خـانواده   

 در کلبسـیلا کوسـري،   E.coliروباکتریاسـه عـلاوه بـر    انت

). 16مونی، انتروباکترآئروژنز نیز وجـود دارد( وکلبسیلا پن
جدا شده از بیماران مبتلا به کرون  E.coliمطالعه بر روي 

در مقایسه با بافت سالم روده بزرگ نشان داد اولاً فراوانی 
ر د B2متعلـق بـه گـروه فیلـوژنیتیکی      E.coliسویه هـاي  

بیشـتر  وده بزرگ در مقایسه با نمونـه هـاي روده   سرطان ر
بخـش انتهـایی روده بـزرگ نسـبت بـه سـایر        ثانیـاً اسـت.  
ــش ــرطان روده داراي   بخ ــه س ــتلا ب ــراد مب ــاي آن در اف ه

ــتري ازفر ــی بیشــ ــروه   اوانــ ــاي گــ ــاکتري هــ و  B2بــ
 B2گـروه   E.coliاسـت. سـویه هـاي     سیکلومودولین هـا 

بیمـاري زایـی از جملـه     تورهـاي داراي تعداد زیـادي فاک 
هاي چسـبنده هسـتند کـه باعـث اتصـال بـه مجـاري        پیلی
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ادراري می گردد. احتمال دارد این فاکتور چسبندگی بـه  
هـا   موجب اتصال باکتري و تجمـع آن  B2ویژه در گروه 

. نتـایج  )1، 7، 10، 16(در سرطان روده بـزرگ نیـز بشـود   
-مـی زمایشگاهی بر روي موش ها نشـان  انجام مطالعات آ

دهد ژنوتوکسین کلی باکتین باعث شکسته شدن دو رشته 
DNA  ــتون ــیون هیسـ در  H2AXو افـــزایش فسفوریلاسـ

ه ب H2AXگردد. هیستون  سلول هاي انتروسیت موش می
 DNAگـر حسـاس بـراي شکسـت دو رشـته      نعنوان نشـا 

ــی ژن    ــود. از طرف ــی ش ــوب م ــه   ClbAمحس ــزء منطق ج
-فراز را کد میساناست که آنزیم فسفو پنتیل تر  pksژنی

 NRPS و pksکند. این آنزیم براي تولید ژنوتوکسـین از  
ضروري است. آزمایشات تکمیلی نشـان داد مـوش هـاي    

، clbAآلوده شده بـا سـوش هـاي داراي جهـش ژنـی در      
در  H2AXکه سطح  طبیعی دارند در حالی H2AXسطح 

ژن  واجـد  E.coliسوش هاي کولون موش هاي آلوده به 
clbA7/22  سه برابر سطح طبیعـی  یعنیH2AX  )3اسـت .(

 5دهد در روشی که موش ها به مدت  ها نشان می بررسی
 روز تحت درمان با آنتی بیوتیک هاي استرپتومایسـین، بـا  

واجد ژن   E.coliباکتري  بهسیتراسین و نئومایسین بودند 
pks  .درواقـع آلـوده شـدن بـا دوز پـایین در       آلوده شـدند

مـی توانـد باعـث     pksقـه ژنـی   داراي منط E.coliباکتري 
تلیال روده و متعاقـب آن   ایجاد آسیب در سلول هاي اپی

در  DNAگذرا شود. طی تعمیر ناقص DNA پاسخ آسیب
شکسـته شـده و از    DNAچرخه تقسیم سلولی، دو رشـته  

دیگر جـدا مـی شـود. بنـابراین سـلول هـایی کـه در         یک
هسـتند،    pksمعرض تعداد کمتري از باکتري هاي واجـد 

می شوند ولی قادر به تعمیر بـه روش   DNAدچار آسیب 
توانند چرخه سلولی و  اتصال غیر همولگ ها هستند و می

ــت روده   ــد.در واقــع عفون تقســیم ســلولی را از ســر بگیرن
 باعـث فعـال شـدن    pksواجد  E.coliبزرگ با دوز پایین 

مـراه  ه بـه   DNAواکنش هاي برگشت پذیر پاسخ آسیب
باقی  DNAما نشانه هایی از آسیبتقسیم سلولی می شود ا

تواند در بیمـاري هـاي التهـابی روده مـوثر      می ماند و می
). از آنجا که فلور میکروبی فـرد سـالم، اسـتقرار    19باشد(

ده بـزرگ موجـب   پاتوژن ها را مهار می کند، التهـاب رو 
می شـود. اگـر    E.coli استقرار پاتوژن هاي روده اي مانند

 ـ  ن لایـه دفـاعی روده در مقابـل    یعنـوان اول ـ ه اپی تلیـوم، ب
ژن ها و باکتري ها درست کار نکند، احتمال عفونت آنتی

می یابد که در بیماران با  باکتریایی و التهاب روده افزایش
. مطالعات نشان داده است استروده مشاهده شده  التهاب

روابــط همزیســتی IBD در تعـدادي از بیمــاري هـا ماننــد  
-ت می خورد. سابقه بیماريروبی شکسمیزبان و فلور میک

و بیمــاري  ، کولیــت اولسـراتیو IBDهـاي روده اي ماننـد   
-به سرطان کولورکتال را افزایش مـی کرون احتمال ابتلا 

زرگ به مدت طـولانی  دهد زیرا در این بیماري ها روده ب
). بنابراین التهاب فیزیولوژي میزبان را 19(ملتهب می باشد

که در کولیت مرتبط با  براي ترویج سرطان تغییر می دهد
دیــده  (Colitis-associated CRC)ســرطان کولورکتــال

هـاي ایـن مطالعـه، تعـداد      شده است. یکی از محدودیت
هـاي   ها، جـواب  نمونه ها است که درصورت افزایش آن
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