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 الملخص

 

 المُستخلص من  DNA باستخدام الـ PCRالـتمَّ عزل ومضاعفة مورثة الزنك بروتياز بواسطة 
 و NdeIمواقع التقييد لأنزيمي جينوم البروسيلا الضأنية . صُمم زوج من المرئسات لهذه المورثة يحويان  

BamHI 927 على التوالي. حيث استخدمت تلك المرئسات في مضاعفة شدفة بطول ’3 و’5 في النهايتين 
pb . هُضِـمت الشدفة وأدُخلت ضمن بلازميد التعبـيرpET-15(b)  المقطوع بنفس الأنزيمات، أدخـل

 للتعبـير عن بروتين الزنك Escherichia coli BL21 (DE3)البلازميد المؤشب فيما بعد ضمن بكتريا الـ 
أن التعبير عن هذا البروتياز حرّض الموت  ، IPTGبروتياز. تبين بعـد ساعتين من الحث بتراكيز مختلفة من 

الخلوي البكتيري. 
،عزل، تنسيل، تعبير بروتيني. PCR البروسيلا الضأنية، الزنك بروتياز، الكلمات المفتاحية:

 
 المقـدمـة

 
 من أهم الأمـراض المُعديـة التي تصيـب الإنسان والحيوان Brucellosisداء البروسيـلات 

(Corbel, 1997a)Error! Reference source not found. يُعرف عند الحيوانـات باسم 
، يؤثر هذا الداء على الـثروة الحيوانية Malta feverند الإنسان بالحمى المالطية ـالإجهاض المُعـدي، وع

والتي تُعد من مصادر الدخل الرئيسية لمعظم الدول، يظهر هذا التـأثير بشـكل خسائر اقتصادية فادحة تتمثل 
ضافةً إلى تكـلفة العلاج لحالات احتباس بالإ للحليب، العقم والإجهاض الحيوان المُصاببانخـفاض انتاج 

، وتتعاظم خطورته لسهولة انتقاله للإنسان وتأثيره (Ko and Splitter, 2003)المشيمة والتهاب الضرع 
على صحته وسلامته خصوصاً في البلدان التي تعتمد على المجترات كمصادر أساسيةٍ للغذاء، بالإضافة إلى 

 ,Corbelصعوبة تشخيصه نتيجةً لتداخل أعراضه مع أعراض الكثير من الأمراض التي تصيب الإنسان (
1997b.( 

رام، عديمة جسالبة لال، Coccobacilliتنتمي البروسيلا إلى مجموعة البكتريا العصوية الكروية 
-20لا هوائية اختياريــة، تنـمــو بـدرجــات حـرارة تـتراوح بين ، غير مشكلة للأبواغً، (الكبسول)المحفظة

  البروسيلا). تصنفPappas et al., 2005( 7.0-6.6تترواح بـين pH  مْ، درجـة الحمـوضة المثلى 40
. معظـم أنواع هذا الصف تمـتلك المقدرة على العيش α-Proteobacteriaتحت صف البكتيريا الأولية 
. يعتمـد تصنيف أنواع البروسيلا (Ugalde, 1999; Sieira et al. 2000)ضمـن خلايا حقيقيات النوى 

هنالك أربعة أنواع ، حيث إن اختلاف القدرة الامراضية وعلى المضيف (العائل) المفضلبشكلٍ أساسي على 
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ممرضة للإنسان: البروسيلا المجهضة، البروسيلا الضأنية، البروسيلا الخنزيرية والبروسيلا الكلبية. و يعتبر 
 تحديد نوع البروسيلا مؤشراً على طريقة العدوى.

تكمن فوعة البروسيلا في مقدرتها على دخول واستيطان خلايا المضيف (العائل) حيث تتضاعف 
داخلها مدمرةً الاستجابة المناعية الطبيعية والنوعية للمضيف (العائل) وذلك من أجل توسيع نطاق فوعتها. لم 

يتم بعد فهم الآلية الوراثية لهذه الظاهرة جيداً، إلا أن اكتشاف المورثات المساهمة في انهيار الجهاز المناعي له 
أهميةٌ أساسيةٌ في فهم فوعة البكتريا وآلية إحداثها للمرض إضافةً إلى إمكانية تصميم لقاحات فعالة. 

 موزعة على صبغيين حلقيين يبـلغ حـجم الأول kb 3,294يتضمن جيـنوم البروسيلا الضـأنية نحـو 
2,117 kb 1,177 فــي حين يبلغ حـجم الآخر kb مجالاً مفتوحاً 3,197 تقريباً، واللذين يرمزان لنحو 

). ORF (Open Reading Frames) )Halling et al., 2005 للقراءة
بدأت الدراسات الوراثية التقليدية للبروسيلا في بداية هذا القرن وذلك بإحداث طفرات عشوائية 

spontaneous mutants ًركزت هذه الدراسات بدايةً على النمط الظاهري والثبـات والاستقلاب إضافـة ،
اتجـهت هـذه الدراسـات فيـما بعـد نحـو دراسـة . (Halling et al., 1991)إلى فوعة تلك السلالات الطافرة 

المورثات المرمزة للبروتينات المسؤولة عن الـفوعة لدى البروسيـلا إمـا عـن طريـق عزلهـا أو تطـفيرهـا، 
 manB (Kohler et al., 2002)،(Roop et al.,2001) htrA  ،(Almariri et al., 2001)مثل: 
p39، (Rosinha et al., 2002) exsA إلا أن هنالك العديد من المورثات تم تحديدها ضمن جينوم .

 ,dsbAالبروسيلا مقارنةً مع المتعضياتِ الأخرى ولكن لـم تتم دراستها من خلال عزلها والتعبير عنها، مثل 
pheB, vsrb إضافةً إلى مورثة الـ zinc protease (Delrue et al., 2004) .

 تلعب أنزيمات البروتياز خصوصاً المنتجة من قبل البكتيريا الممرضة دور العوامل السامة للمضيف
كما أنها تساهم في الفوعة والإمراضية. ترمز هذه المورثة  (Miyoshi and Shinoda, 2000)(العائل) 

، والذي يضم معظم الأنزيمات الحاوية على Metalloproteaseأنزيم الزنك بروتياز المنتمي إلى صف الـ 
الزنك في الموقع الفعال إضافةً إلى أن بعض الأنزيمات تحمل في موقعها الفعال أيونات معدنية أخرى مثل 

المنغنيز أو الكوبالت أو النحاس، حيث يقوم هذا الأنزيم بتفكيك الرابطة الببتيدية في البروتينات. 
مثل الذيفان  أظهرت الدراسات امتلاك بعض الذيفانات المفرزة من قبل البكتريا فاعلية الـزنك بروتياز

، و ذيفان Clostridium botulinum (Lalli et al.,2003) الذي تفرزه الـ neurotoxinالعصبي 
 ,.Bacillus anthrax  (Shoop et al المُفرز من قبل الـAnthrax Lethal Toxinالجمرة  
 حيث تبين أن لهذه الأنزيمات تأثيرات مرضية متنوعة، مثل تنخر أو نزف الأنسجة المتضررة وذلك .(2005

إضافةً إلى حدوث  نتيجةً لهضم العناصر البنائية للخلية، تشكيل الوذمات، حلَّ العديد من البروتينات البلازمية،
الإنتانات الدموية. 

 نقي حيث يُمكن الأنزيم بشكلٍ والتعبير عنها للحصول على  عزلِ هذه المورثة تهدف الدراسة إلى
استخدامه كمستضدٍ نوعي في دراساتٍ مستقبليةٍ تتناول الاستجابة المناعية للبروسيلا، عدا عن إمكانية 

 استخدامه في تطوير لقاحاتٍ فعالة.
 

 MATERIALS AND METHODSالمواد والطرق: 
 

 Bacterial strains, plasmid and growth. السلالات البكتيرية والبلازميد وظروف النمو: 1
conditions 

المعزولة من حليب ملوث على وسط إنتقائي B. melitensis Rev I استنبتت البروسيلا الضأنية 
(HIMEDIA) Brucella selective Agar أتُبع ذلك بتنميتها على وسط ،(Acumedia) Brucella 

Broth  ميد المستخدم في التنسيـل والتعبيرز °م. البلا37 على درجةpET-15b  (Novagen, 
Madison, WI) تمت تهـيئة سلالات الـ .E. coli المستخـدمة في التنسيل والتعبير وهـي على التوالي 

DH10β (Gibco BRL)و BL21 (DE3) (Novagen) لاستقبال البلازميد المؤشب ومـن ثمّ نميت 
 من µg/ml  100 على الحاويLuria-Bertani broth (LB) (Bio Basic INC)على وسط 
   °م.37درجة على  ampicillin (Applichem)الأمبيسيلين 

 Molecular biology techniquesتقانات الـبيولوجيا الجزيئية: - 2
 Genome extractionستخلاص الجينوم: - إ2-1
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. حيث استخلص Sambrook et al. (1989)تقانات البيولوجيا الجزيئية المتبعة عموماً تمت وفقاً لـ 
 Wizard Genomic DNA Purification Kit باستخـدام B. melitensisجينـوم البروسيلا الضأنية 

(Promega) .وقيست نقاوة الـDNA المستخلص بجهاز الـ Nanodrop  (Thermo) بطول موجة 
600 nm . 

 Isolation of the geneعزل مورثة الزنك بروتياز: - 2-2
 بـاسـتـخـدام مـرئـستـين، مـرئـسـة PCRعُـزلـت مـورثـة الـزنـك بـروتـياز بـواسـطـة تـقـانـة الـ 

 ومـرئسـة  ’F 5’ (NdeI) 5’- ATATATCATATGCGCTGGCAAGGCCGT- 3أمـامـيـة
. صُممت ’R 3’ (BamHI) 5’-ATATATGGATCCCTAAACATCGCCGCTG- 3عكسية

هذه المرئسات اعتماداً على تسلسل المورثة المأخوذ من البنك الجينومي للبروسيـلا الضأنية وذلـك بعد إضـافة 
 HotStar HiFidelity Polymerase Kitتسلسل أنزيمات التقييد المستخدمة إليها. استعمل كيت 

(Qiagen)في تفاعل الـ PCR  وذلك لـتجـنب حـدوث أي خـطأ في تسـلسل المـورثة أثـناء عملية 
. خضع هذا (25pmol/µl) بتركيز Primer والـ (ng/µl 300) بتركيز  DNAالتضـخيم، أضُيف فقط الـ

 °م لمدة خمسة دقائقُ،أتبع 95 على درجة Initial denaturationالتفاعل للشروط التالية: التمسخ الأولي 
 Denaturation مرة. تتألف هذه الدورة (التمسيخ 35ذلك بـتكرار دورة-مؤلفة من ثلاث دورات أساسية- 

 °م لمدة دقيقة والاستطالة 63 على درجة Annealing °م لمدة دقيقة، الالتحام 95على درجة 
Extension م لمدة عشر 72 °م لمدة دقيقة) ينتهي التفاعل بدورة أخـيرة على درجة 72 علي درجة° 

  وNdeI  بعد معاملتهما بأنزيمي التقييد pET-15bدقائق. تمّ تنسيـل منتج التفاعل ضمن بلازميد 
(Fermentas) BamHI  وربطهما بأنزيم الليغازT4 DNA ligase (Fermentas) . 

 Cloning of the gene تنسيـل المورثة: - 2-3
 المهيأة  E. coli ضمن سلالتين من بكتريـاpET-15b-zinc proteaseأدُخل البلازميد النـاتج 

، تمَّ ذلك BL21(DE3) وDH10βكيميائياً إحداهما خاصة بالتنسيل والأخرى بالتعبير وهي على التوالي 
. Transformationمن خلال عملية التحول الوراثي 

 Extraction of the plasmidستخلاص البلازميد من الخلايا: - إ2-4
 تبعاً لتعليمات Plasmid Midi kit (Qiagen)عُزِل البلازميد من السلالات البكتيرية باستخدام 

 nm 280 وnm 260المنتج. قيست كمية البلازميد المُنقى عن طريق قياس الامتصاصية بطول موجة 
. Nanodrop  (Thermo)باستخدام جهاز الـ

 Expression of the recombinant protein  التعبير عن البروتين المؤشب:-2-5
 بهدف التعبير عن E. coli BL21 (DE3) ضمن pET-15b-zinc proteaseبعد ادخال بلازميد 

 ليلة كاملة LB-Ampوسط  في ml 3البروتين المرغـوب، نُميت المستعمرات النـاتجة في مزرعة ابتدائية 
 للتعبير عن البروتين ml 20 ونقلت إلى مزرعة µl 200 °م ثمَّ أخُذ من هذه المزرعة 37 درجة على

 إلى وسـط الزرع Isopropyl b-D-thiogalactoside (IPTG) (Promega)المرغوب. أضُيف الـ 
 من ml 1 لمدة خمس ساعات تقريباً، أخُذ rpm 200 °م مع الرج بسرعة 37بعدة تراكيز على درجـة 

 وذلك من أجل مراقبة معدل Optic Density (O.D600)المزرعة بعد كل ساعة لقياس الكثافة الضوئية 
 نمو الخلايا المضيفة (العائلة) خلال الزمن.

  SDS-PAGEرُحِل ناتج التعبير على هلامة سلفات دوديسيل الصوديوم عديد الأكريلاميد
 % و 5 بتركيز Stacking Gel باستخدام هـلامة تكديس Sambrook et al. (1989)المحضرة وفق 

  % للتأكد من نجاح التعبير عن البروتين المرغوب.12 بتركيز Resolving Gelهلامة فصل 
 

 RESULTS AND DISCUSSIONالنتائج والمناقشة: 
 
عزل وتنسيل مورثة الزنك بروتياز: - 1

 PCRبعد استخلاص جينوم البروسيلا الضأنية عُـزلت مـورثة الزنـك بـروتياز بـواسطة تقانة الـ 
. حيثُ تبين تبعاً لاختبار الرحلان  (GenBank NO.AE008917.1)باستـخدام مرئـسات نوعـية

تُرمز سلسلة )، 1(الشكل  bp 927 يبلغ DNA % أن طول شدفـة الـ 1.5الكهربائي على هلامة الآغاروز 
 ثمالة حمض أميني، إضافةً إلى أن الحجم المتوقع نظرياً للبروتين الناتج اعتماداً 308متعدد ببتيد مؤلفة من 
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تمت . kDa (protein calculator program V3.3) 33على تسلسل الحموض الأمينية يبلغ تقريباً 
، بلغ PCR clean up system kit (Promega)تنقية مورثة الزنك بروتياز من الهلامة باستخدام 

 .ng/µl 96.4 نحو Nanodrop (Thermo)س بواسطة جهاز الـ  المُنقى المُقاDNAتركيز الـ 
 بعد معاملتهما بأنزيمات القطع pET-15bأدخلت المورثة المُنقاة فيما بعد ضمن بلازميد التعبير 

 بهدف التنسيل ومن ثم التعبير E. coliالمناسبة. أتُبع ذلك بعملية التحول البكتيري ضمن سلالات بكتريا الـ 
عن البروتين المرغوب. 

 
 حيـث تـمَّ ترحيلهاعلى هـلامـة bp 927) عصابة مورثة الـزنك بروتياز بعد تضخيمها بطول 1الشكل (

% الحاوية على الايثيديوم برومايد وإظـهـارها باسـتخـدام الأشـعـة فوق 1.5الآغـاروز 
شـاهد سلبي، 1واسمة عصابة معيارية، U.V . Mالبنـفسـجية   . مورثة الزنك بروتياز2. 

 
 التعبير عن البروتين المؤشب: -2

 في وسط pET-15b-zinc protease الحاوية على بلازميد E. coli BL21 (DE3) نُميت
LBم. لوحظ بعد ساعتين من الحث بتراكيز مختلفة من الـ 37حرارة   بدرجة° IPTG 1.0-0.1 تتراوح بيـن 

mM الضوئية  انخفاض معدل نمو الخلايا المضيفة وانخفاض كثافتها(O.D600) انخفاضاً ملحوظاً مقارنةً مع 
 والشاهد السلبي لبكتريا حاوية على pET-xylالشاهد الإيجابي لمورثة مرمزة لبروتين معلوم الوزن الجزيئي 

). 2. مما يدل على إمكانية مساهمة بروتين الزنك بروتياز بموت الخلايا المضيفة (الشكل pETبلازميد فقط 
لم يُظهر أية فروقٍ ملحوظة بين البروتينات  SDS-PAGE إضافةً إلى أن الرحلان الكهربائي على هلامة الـ

المفرزة من البكتريا قبل التحريض وبعده. ومن الممكن أن تدل هذه النتيجة على أن مورثة الزنك بروتياز 
). 3ترمز بروتيناً ساماً للخلايا يسبب تواجده بتراكيز مرتفعة في الوسط تفكيك الخلايا المضيفة وموتها (الشكل 
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  بعد ساعتين pET-15b-zp) تناقص مستوى الكثافة الضوئية للبكتريا الحاوية على بلازميد الـ 2الشكـل (

من االتحريض. 
)(A  مقارنة الكثافة الضوئية للبكتريا الحاوية على بلازميد الـpET-15b-zinc protease مع الشاهدين الايجابي 

 OD600).(B 0.5 إلى الوسط عندما بلغت الكثافة الضوئية  IPTG °م، حيث أضُيف الـ37والسلبي بالدرجة 
تناقص الكثافة الضوئية للبكتريا بعد تحريض التعبير عن مورثة الزنك بروتياز بإضافة تراكيز مختلفة من الـ 

IPTG .
 

 
) 6، 4، 2) وبعده (مسار5، 3، 1 الرحلان الكهربائي للبروتينات قبل التحريض (مسار )3الشكـل (

 E. coliعلى التوالي ضمن بكتريا  pET-zpةً إلى ـللشاهدين السلبي والايجابي إضاف
BL21 (DE3) يمثل المسار الأول عبر هلامة عديد الأكريلاميد المصبوغة بأزرق الكومازي 

. )Protein markerالبروتينات الجزيئي (البروتينات المحددة الطول في سلم 
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من الممكن أن يكون سبب حدوث هذه الظاهرة هو حدوث موت خلوي مبرمج للخلايا المضيفة 
Programmed cell death أو ما يُدعى بالـ Apoptosis أثناء عملية التعبير، وهو عبارة عن عملية 

، يعود سبب هذا الموت إلى مساهمة بعض أنواع (Jacobson et al., 1997)انتحار فيزيولوجية للخلايا 
أنزيمات البروتياز في هذه العملية. والتي من الممكن أن تُحفِز بدِأها إما عن طريق بروتياز خارجي 

 intracellular يدخل ضمن الخلايا، أو بواسطة بروتياز داخل خلوي exogenous proteaseالمنشأ
protease يُفرز بواسطة العديد من المحفزات. يسبب تفعيل البروتياز تفكيك معظم البروتينات الخلوية والذي 

 ,.Lee et al)ينتج عنه الموت الكيميائي الحيوي للخلية إضافةً إلى حدوث تغيرات في الشكل المورفولوجي 
2000) .

من المحتمل أيضاً أن يعود تثبيط النمو الخلوي أثناء عملية التعبير إلى حدوث فرطٍ في التعبير عن 
تمت هندستها من multicopy plasmids الـبروتين المرغوب عند استخدام بلازميدات متعددة الانتسـاخ 

البكتريا أجل انتاج كميات كبيرة من البروتين. قام المخبريون بدراسة المزرعة أثناء التعبير ووجدوا أن سلوك 
ومن ثمَّ انتجت (Tubulekas and Hughes, 1993)المحرضة كان غريباً، حيث نمت في البداية ببطء 

 ليتوقف فيما (Dong et al., 1995; Vind et al., 1993)كميات جيدة من بروتينات الصدمة الحرارية 
. (Dong et al., 1995)بعد نموها تماماً 

دُرست أنزيمات البروتياز المنتمية لهذا الصف وتبين أن التعبير عنها وتنقيتها غالبـاً ما يكون صعبـاً 
. كما أظهرت الدور الذي تقوم به (Siddiqui et al., 2007)نظراً لسميتها وانخفـاض انحلاليتها فـي الغشاء 

تلك الأنزيمات لدى العديد من الأنواع البكتيرية الممرضة خصوصاً في أذية البنية الخلوية للمضـيف (العائل) 
(Fricke et al., 1995). 

 ان موت الخلايا في هذه الدراسة يشبه إلى حدٍ كبير الموت المبرمج للخلايا، إلا أن الآلية الكامنة 
وراء حدوث ذلك لم تُوضح بعد، إن فهم دور البروتياز في قتل البكتريا واكتشاف المتطلبات الجزيئية التي 

تحرض ذلك من الممكن أن يمدنا بأفكارٍ جديدة حول آليات أخرى للموت الخلوي، لذلك سنتناول في دراسات 
 والذي ما زالت الدراسات حوله Metalloproteaseمستقبلية البحث عن دور الأنزيمات المنتمية لصف الـ 

محدودة في الموت الخلوي للبكتريا إضافة إلى محاولة التعبير ضمن نظام تعبير آخر من الممكن أن يشمل 
حقيقيات النوى. 
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ABSTRACT 

 
The zinc protease gene was isolated and amplified by PCR using 

extracted B.melitensis genomic DNA as a template. A primer pair was 
designed from this gene containing  restriction sites of NdeI and BamHI at 
5’and 3’ end, respectively. Those Primers were  used to amplify  an insert of 
927 pb. This amplicon was digested and inserted into the NdeI-BamHI cut 
expression vector pET-15b. This recombinant plasmid was transformed into 
Escherichia coli BL21 (DE3) for protein expression. Following induction by 
several amounts of IPTG, the expression of this protease induced bacterial 
cell death, two hours after expression induction. 
Keywords: B. melitensis; zinc protease; PCR; isolation; cloning; protein 

expression. 
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