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  من بكتريا البروسيلا الضأنية هاوتنسيل AapJ عزل مورثة الـ
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 14/04/2013تاريخ الإيداع 
  10/07/2013قبل للنشر في 

  خصالملّ
وقـد تزايـدت الخـسائر     البروسيلا بكتيريا ممرضة مشتركة بين الإنسان والحيوانـات الأهليـة،     تعد

وهي بذلك  كس بدورها على الإنسان،     ية الناجمة عن تأثير البروسيلا في الثروة الحيوانية التي تنع         قتصادالا
جهود للوقاية من الإصابة بداء البروسـيلا مـن         القد تركزت   و . في سورية  قتصادوالالصحة  ل تمثل ضرراً 

بروتينـات  تحـضير  ل حالياً  العمليجريخلال اللجوء إلى استخدام لقاحات محضرة من سلالات البروسيلا،          
من خلال دراسـة المورثـات المرمـزة        تقليـدي، وذلك    للقاح   اً أو محسن  اًلقـاح ا يمكن استخدامه  مؤشبة

 في هـذه الدراسـة      عزلت وضخّمت . تنسيلهاللبروتينات المسؤولة عن الفوعة عند البروسيلا عن طريق         
 ـ مياز الحمض الأميني لـ برالمرمزة  aapJمورثة الـ  )PCR(ل السلـسلي للبـوليميراز   بواسطة تفاع

الجينومي للبروسيلا الضأنية، وباستخدام مرئسات نوعيـة تحتـوي مواقـع تقييـد       DNAباستخدام الـ
الـشدفة إلـى    بعد ذلـك  دخلتأُ، pb 1032 ن أن طول الشدفة يبلغتبيوقد ، XhoI- BamHI لأنزيمي

 البلاسميد المؤشـب    أُدخلمن ثم   و،  نفسها أنزيمات التقييد ب المقطوع pET-15b يبلاسميد التعبير المورث  
،  Transformationول البكتيريـبـواسطة تقنية التح، Escherichia coli DH10B ضمن بكتيريا

ين، نمت على أوسـاط تحتـوي علـى الأمبـسل        المستعمرات التي   بعد ذلك    اِختُبرت بهدف تنسيل المورثة،  
لتأكد من احتوائه على مورثـة     ل XhoI و BamHIيد   بأنزيمي التقي  الذي عومل واُستخلص منها البلاسميد    

 ناتجة عـن  التي نسلت خالية من أي طفرة  aapJ السلسلة أن مورثة الـن إجراء عملية، وبيaapJالـ 
  .ية التنسيلعمل

  
  . ، عزل، تنسيل، سلسلةaapJ ،PCRالبروسيلا الضأنية، : الكلمات المفتاحية
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ABSTRACT  

Economic losses resulting from the impact of brucellosis on animals have 
increased, which is reflected in turn on humans. Brucella is pathogenic bacteria 
shared by humans and pet animals. They still pose a significant risk that 
threatens health and economics in Syria. Many efforts have focused to prevent 
the spread of brucellosis disease, by resorting to the use of vaccines prepared 
from Brucella strains, where now the target is preparation of vaccine 
components proteins of Brucella can be used as a vaccine or an improved 
traditional vaccine. In this study, the aapJ gene encoding permeas amino acid 
has been isolated and amplified by Polymerase chain reaction (PCR) using B. 
melitensis16M genomic DNA, and using aqualitative primer containing 
restriction sites of both XhoI–BamHI. It was found that the length of the 
segment was 1032 pb. Then, the segment was inserted to the plasmid gene 
expression (pET-15b) that was cut by the same restriction enzymes, then the 
recombinant plasmid was put into the E. coli DH10B bacteria, by bacterial 
transformation technology, so as to clone the gene, the next step was to choose 
colonies that grew on media containing ampicillin, extract the plasmid of them, 
and treat it by the two restriction enzymes Xhol and BamHI, so as to confirm 
that it contains the aapJ gene cloned gene sequence analysis revealed, no 
mutations were introduced during the cloning process. 
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  المقدمة
داء البروسيلات  يعد  Brucellosis          من الأمراض المشتركة التـي تـصيب الإنـسان 

 ،(Paulsen et al., 2002)، فهو مـرض حيـواني المنـشأ    zoonotic disease والحيوان
يعرف هذا المرض بالإجهاض    .  ظروف معينة  ضمنان  يصيب الحيوان ثم ينتقل إلى الإنس     

 ,.Malta Fever (Michael et al المعدي عند الحيوان، وعند الإنسان بالحمى المالطيـة 
يـرجع  ،Brucella إن العـامل المسـبب لهـذا المرض هو بكتيريا البروسيلا          ،(2006

، 1878 سنة )David Bruce( اكتشاف هذا المـرض إلى الطبيب الإنجليزي ديفيد بروس
  مرة، ومن هنا جاءت تسمية المـرض أول  B. Melitensis  عزل البروسيلا الضأنيةالذي
هناك أربعة أنواع مـن البروسـيلا تكـون     ).Jeffrey et al., 2011 (داء البروسيلاتبـ

ــسان ــضأنيةو ،B. abortus: البروســيلا المجهــضة: ممرضــة للإن   :البروســيلا ال
B. melitensis، لا الخنزيريةالبروسيو:B. sui ، البروسيلا الكلبيةو :B. canis يعتمد هذا ،

ختلاف في القدرة الإمراضية وعلى المضيف المفضل لهذه التصنيف بشكل أساسي على الا
  (Moreno et al., 2002; Lucero et al., 2006).الأنواع 
0.7إلى 0.5  منصغيرة، أبعادها  وعصوية و  ز البروسيلا بأنها بكتيريا سالبة الغرام     تتمي 

ز تتميوالرغم من عدم امتلاكها للسياط،      هوائية، لها القدرة على الحركة على        و ميكرومتر
 Obvious virulence عن غيرها من البكتيريا بأنها لا تملك عوامـل فوعـة واضـحة   

factors    مثل السياطFlagella  ،  الكبـسولات   أوCapsules  ،  ـ  أو   ةالأنزيمـات الخارجي
Exoenzymes  ،الخلايا الحالة    أوCytolysins  ،  البلاسـميدات   أوPlasmids  ،التبـدل   وأ

  .Antigenic variation   (Pappas et al., 2005)المستضدي
 من الأسس الآزوتية اًزوجbp 3,294,935  من 16M جينوم البروسيلا الضأنية يتألف

جم الآخر  في حين يبلغ ح،bp 2,117,144 صبغيين حلقيين يبلغ حجم الأول موزعة على
1,177,787 bp، للقـراءة  مجـالاً مفتوحـاً  3,197 يرمزان لنحو هماو  ORFs (Open 

reading frames)) Delvecehio et al., 2002(. 
بعض المورثـات المرمـزة لبروتينـات الفوعـة لـدى البروسـيلا مثـل               تْرسد :  
p39) Al-Mariri et al., 2010(و  (Roop et al., 2001) htrA البروتين خلصتُاِس، حيث 

  الفئران بهذا البروتين، فلوحظ أنه قادر علـى تحـريض اسـتجابة            حقنتْمن البروسيلا و  
 htrA )High temperatureمورثـة الــ   حـذف  تبـين عنـد   ، و ضدهمناعية خلطية

requirement protease (رمزة لهلا المجهـضة روسـي الب ذا البروتين في كـل مـن  الم  
B. abortusبروسيلا المجهضة ذات السلالة ، وال2308لالة  ذات السS19  والبروسـيلا ،

 ـ ي حق الت16Mة لالالس ذات B. melitensisالضأنية  اض نت فيما بعد في الفئـران، انخف
وهناك العديد مـن المورثـات لـدى    ). Phillips et al., 1995(لالة الأم ة لدى السالفوع



   وتنسيلها من بكتريا البروسيلا الضأنيةAapJعزل مورثة الـ ـ محمد وقويدر والمريري 

 290

  ولـم  ،لمتعضيات الأخـرى ابرياً ضمن جينوم البروسيلا مقارنة  ددت نظ البروسيلا التي ح 
 الموجودة (aapJ, Q, M, P)، ومورثات )pheB)Delrue et al., 2001 : اً مثل عمليدرستُ

 ـ للبروسيلا الضأنيـة والمرمـزة لب على الصبغي الأول   L-amino acidروتينـات الـ
permease) Delrue et al., 2004 .(  

 ABC لى عائلة الناقـل    المنتمي إ  aapJQMPلى الأوبيرون    إ aapJتنتمي مورثة الـ    
)ATP-binding cassette(،     رمـز بروتينـات الــالذي يL-amino acid permease 
)AAP( ،ْإ إذن aapJ بروتين مرتبط بالبلاسما المحيطية عبارة عنPeriplasmic binding 

protein ،aapQ –aapM روتينات غشائية  بIntegral membrane protein ،aapP   هـو
على نقـل مجموعـة واسـعة مـن          AAP يعمل   إذْ،  ATP binding Subunitبروتين  

 ، والهـستدين Glutamateمنها الغلوتامات ) Walshaw et al.,1996(الأحماض الأمينية 
Histidine، والإسبارتات Aspartat.  

 ,.Müller et al (2005 عامPeriplasmic binding protein وضعت البنية الأولى لـ
بلاسما المحيطية بين الغشاء الداخلي والخارجي للبكتيريا سـالبة    جد في ال  يوحيث   ،)2006
، وهو يتكون من فصين بينهما شـق لتوضـع الركيـزة،    )Fischer et al., 2010( الغرام

المؤلـف مـن    Substrate binding siteولذلك يدعى أيضاً بـ الموقع الرابط للركيـزة  
 ويشكل SBSجد الأرجنين في ث يو حي،)Gonin et al., 2007(مجالين يحيطان بالركيزة 

 إن. رف الركيزة وهو أمر مهم لتع، مع مجموعة الكاربوكسيلات على الركيزة اً ملحي اًجسر
مينيـة   الأ  تنظيم تجمـع الأحمـاض     علىساعد   يaapJ  السيطرة على تعبير هذه المورثة    

راريـة عنـد    استجابة للصدمة الح   في التنظيم    اًوفي الواقع إن لهذا البروتين دور      الخلوية،
 في تكوين مناعـة عنـد الأغنـام المريـضة           اً وجد أن له دور     وكما ،البروسيلا الضأنية 

)Teixeira-Gomes et al., 1997(، يكون لهومن المحتمل أن وأنه مثير ،في الفوعة  دور 
 ).Ana et al., 2000(هتمام في البروتينات المناعية للأغنام المريضة للا

هعزل مورثة الـ  إلىالدراسـة هذه   تْفد aapJ   أول مرة عند البروسـيلا الـضأنية 
  . بلاسميد التعبير المورثيضمن  وتنسيلها PCR  الـبوساطة

 مواد البحث وطرائقه
 Strains and Plasmids:السلالات البكتيرية والبلاسميدات. 1

من أجل اسـتخلاص الــ   16M  B. melitensis  سلالة البروسيلا الضأنيةاِستُخدمتْ
DNAلجينومي الحاوي على مورثة الـ  اaapJ ،ْسلالةواِستُخدمت  E. coli DH10B  من

  .aapJأجل تنسيل مورثة الـ 
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  بهـدف تنـسيل مورثـة       )®pET-15b) Novagen  التعبير المورثي  استخدم بلاسميد و
مورثـة مقاومـة للأمبـسلين      باحتوائه   هذا البلاسميد    زيتمي إذْ ضمن البكتيريا،    aapJالـ  

  . ستعمرات الإيجابية الحاوية على البلاسميد الملغربلة
  Genomic DNA extraction:الجينوميDNA استخلاص الـ . 2

 باستخدام B. Melitensis16Mالجينومي للبروسيلا الضأنية DNA الـ  اِستُخلص ونُقّي
  المــستخلص بواســطة جهــاز  DNA تركيــز الـــ وقِــيسCTAB/NaCl ، طريقــة

 ®Nanodrop) .(Thermoالـ 
 Gene Amplification :تضخيم المورثة. 3

 Polymerase chainبواسطة تقنية التفاعل السلسلي للبوليميراز aapJ  مورثةضخّمتْ
reaction    الـ  وذلك باستخدامDNA          ،الجينومي لبكتيريـا البروسـيلا الـضأنية كقالـب 

 المأخوذ  aapJعتماد على التسلسل النكليوتيدي لمورثة الـ       صممتا بالا ومرئستين نوعيتين   
                 :التسلسل النكليوتيدي للمرئسة الأمامية: من البنك الجينومي للبروسيلا الضأنية

5'-ATATATCTCGAGATGAAAAAAACTCTCATGACG-3'  ــسل التسلــــ
-ATATATGGATCCTTAGCGCACGGGGATGC-'5 :النكليوتيدي للمرئسة العكـسية   

، والمرئـسة   XhoI النكليوتيدي لأنزيم التقييد      على التسلسل   تحتوي المرئسة الأمامية   إذْ،  '3
 واِسـتُخدم  ،)المشار لها بالخط   (BamHIالعكسية على التسلسل النكليوتيدي لأنزيم التقييد       

حيث احتـوى أنبـوب    ،PCRفي تفاعل الـ  High-fidelity DNA Polymerase أنزيم
، p.mol/ µl 25بتركيـز   ng/µl، Primer 200 بتركيـز  DNA :الآتيةالتفاعل المكونات 

High-fidelity DNA Polymerase0.02  بتركيزU/μl ،1X buffer   ضـمن الـشروط ،
 دورة 30،  ثانيـة 30 م مـدة ˚98بدرجـة   Initial denaturationالتمسخ الأولي : الآتية

مـدة   65 بدرجة   Annealing  التشافع ، ثوانٍ 10مدة   98  بدرجة Denaturationالتمسخ  (
، ينتهي التفاعل بدورة أخيـرة      ) ثانية 30 مدة   72 بدرجة   Extension  الاستطالة ، ثانية 30

  . دقائق10 مدة 72بدرجة 
 Cloning of the gene: بلاسميدالمورثة ضمن التنسيل . 4

 :Restriction Enzymesتقطيع المورثة والبلاسميد باستخدام أنزيمات التقييد
 بأنزيمي التقييد pET-15b وبلاسميد التعبير المورثي الـ aapJ كل من مورثة  عوملتْ

BamHI و XhoI )Fermentase®(،  عمل هذه الأنزيمات على قطع الــ         إذ يعتمد DNA 
في تسلسلات محددة بحيث تترك نهاية متتامة يمكن استخدامها لاحقاً لربط هذه المورثـة              

 DNA : احتوى تفاعـل قطـع المورثـة       إذْ. بالبلاسميد ذلك كخطوة أولى لعملية التنسيل     
 ضـم  في حين، ng/µl،Tango Buffer 2x ،10U XhoI  ،10U BamHI 1000 بتركيز

 ـ ،Tango Buffer 2x ، 10U XhoI ،10U BamHI:تفاعل قطع البلاسميد ضنمن ثم ح 
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 نـشاط الأنزيمـات بوضـع    ثُبطَم، فيما بعد °37مدة ثلاث ساعات بدرجة حرارة     المزيج  
 %0.8هما على هلامة أغـاروز      من ل كلٌ حر،   دقيقة 20م مدة   °80المزيج في حمام مائي     

 QIAquick Gel Extraction Kit Protocol باسـتخدام الــ   ونُقّيتا ،قُصت الشدفتانثم 
)QIAGen ®.( 

 Ligation Reaction:ربط المورثة مقطوعة النهايتين إلى البلاسميد المقطوع
 ـربطتْ  T4 Ligaseن بواسـطة أنـزيم الـربط    ا شدفة المورثة والبلاسميد المقطوع

)Promega®(، ْبتشكيل روابـط فوسـفاتية ثنائيـة         يعمل هذا الأنزيم على إعادة الربط      إذ
 .'5 فـي الموقـع      PO4والفوسـفات    '3 في الموقع    OHالإستر بين شوارد الهيدروكسيل     

 ،Ligase T4من أنــزيم الـربط    Ligase buffer 10 X ،1 U/µl: احتوى تفاعل الربط
DNA (aapJ)  45.26بتركيز ng/µl، DNA (pET-15b) 50 بتركيزng/µl.  

  Transformation :التحول البكتيري
ذات الكفاءة  E. coli DH10Bإلى بكتيريا  aapJ البلاسميد الحاوي على مورثة أُدخل

بهـدف تنـسيل   Chemical transformation بواسطة تقنية التحول البكتيري الكيميـائي  
الأمبسلين على أطباق تحتوي الصاد الحيوي       ناتج التحول البكتيري     نُمّ#ي المورثة، ومن ثم    

مستعمرة  فيما بعد اختيرت  نتقاء المستعمرات البكتيرية الإيجابية الحاوي على البلاسميد،        لا
   مـن وسـط     3ml ي أنبـوب يحتـو    ف#ي  ووضـعتْ من الطبـق     يع#شوائ واحدة وبشكل   

)LB+Amp(  ،   نتْومن ثمضمن ثم  مدة ليلة كاملة، و    م°37 حاضنة درجة حرارتها     ف#ي  ح
الـ    البلاسميد بواسطة تقنية   اِستُخلصMiniprep        وتم التأكد من احتواء البلاسميد علـى ،

وترحيل الناتج على  )BamHI- XhoI(المورثة من خلال تقطيعه بواسطة أنزيمات التقييد 
  .% 0.8هلامة أغاروز بتركيز 

   DNA:DNA Sequencingسلسلة الـ 

 ،DNAسل الدقيق للأسس الآزوتية لـشدفة الــ         طريقة لمعرفة التسل  ال استخدمت هذه 
 سلسلة  أُجريت وقد أثناء التنسيل،     في المورثة من أي طفرة ممكن حدوثها      والتأكد من خلو  

 تحديد تسلـسل     العينة لدراستها باستخدم جهاز    وحضرت،  الذريةالمورثة في هيئة الطاقة     
 والكيت المستخدم. genetic analyzer (applied bio system ABI 310) النكليوتيدي للدنا

Cycle sequencing ready reaction mix بطريقةBid Dye Terminator Chemistry .  
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 جـائـالنت
  Gene Amplification :مورثةالتضخم 

يس تركيزه على طـول موجـة        الجينومي للبروسيلا الضأنية وقِ    DNA الـ   اِستُخلص
   بلـغ تركيـزه  وقـد ، )®Nanodrop)Thermo  باسـتخدام جهـاز الــ    اً نانومتر260

1587.4 ng/µl عزلت فيما بعد مورثة ،aapJبواسطة الـ  PCR الــ  ، باستخدامDNA 
  مـن نـاتج    5µlبعـد ذلـك     رحل  ،  الجينومي المستخلص كقالب، بوجود مرئسات نوعية     

 Ethidium ايثيـديوم يـد بروم إليهاوالمضاف %) 1.5( على هلامة الآغاروز PCR الـ
bromide باستخدام الأشعة فوق البنفسجية أن طول شدفة الــ     ن، فتبي DNA   المـضخمة

، NCBIوهذا ما يوافق تسلسل المورثة في قاعدة بيانات الــ            ،)1الشكل  ( pb1032يبلغ  
 بلـغ  إذْ nm 260على طـول موجـة    ومن ثم قيس تركيزه ،ناتج التضخيمفيما بعد  نُقّي

  .ng/µl 380.5 تركيزه نحو

  
باستخدام الأشعة فوق البنفسجية لناتج تضخيم مورثة % 1.5غاروز مة الآهلاصورة  (1)الشكل  

 ـ )1المسار: (aapJالـ    ـ ) 2المسار(العياري،   DNA واسم ال  aapJ عصابة الـ
  .DNAبدلاً من الـ سلبي باستخدام الماء شاهد) 3المسار(، bp 1032بطول 

  Cloning of aapJ gene :aapJ  تنسيل مورثة الـ
 ـ تضخيم المورثة من بعد نجاح عملية لبروسـيلا الـضأنية   ل الجينـومي   DNAالـ

 ،pET-15bتنسيل المورثة فـي البلاسـميد       وللقيام ب والحصول على المورثة بشكل نقي،      
  و XhoI بأنزيمـات التقييـد      pET-15b من المورثة المعزولـة والبلاسـميد        عوملت كلٌ 

BamHI     مليـة الـرحلان الكهربـائي      بعد ع المورثة والبلاسميد   نُقّيتْ  ، وفي خطوة لاحقة
 ng/µl  ،12 10 الذي بلغ ®Nanodrop )(Thermo س تركيزهما باستخدام جهاز الـوقي

ng/µl استخدم أنزيم الربط إذْعلى التوالي، تمهيداً لعملية الربط T4 Ligase لربط المورثة 
  . مأشوب الحصول على بلاسميدومن ثمإلى البلاسميد 
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  إلى بكتيريـا  المأشوب  البلاسميد   أُدخلن البلاسميد،    ضم aapJ مورثة الـ    تنسيلبعد  
E. coli DH10Bالخاصة بالتنسيل بواسطة التحول البكتيري  Transformation  حيـث ،

يوسط  على  ناتج التحول البكتيري على طبق بتري يحتوينُمLB + Amp   الذي يـسمح
  .) 2الشكل (فقط بنمو البكتيريا الحاوية على البلاسميد الذي يكسبها صفة المقاومة

  

  
 ـ) 2(الشكل   لنـاتج التحـول البكتيـري لخلايـا       يجابيـة   الإح المـستعمرات البكتيريـة      يوض  

E. coli DH10B الحاوية على بلاسميد الـ pET/aapJ  على طبق بتري يحتوي
  .LB+Amp على وسط

  
  : من تنسيل المورثة ضمن البلاسميدالتأكد

على طبـق البتـري لنـاتج       عزل البلاسميد من إحدى المستعمرات البكتيرية الناتجة        
وتم التأكد من احتواء البلاسميد على مورثـة        ،  Miniprepبواسطة الـ   التحول البكتيري   

 ـ )BamHI-XhoI( من خلال تقطيع البلاسميد بواسطة أنزيمي التقييـد          aapJالـ   د ، وعن
 5700bpترحيل ناتج التفاعل على هلامة الآغاروز، ظهر لدينا شدفتان الأولـى بطـول              

ا يؤكد نجاح   ، مم )3( الشكل   aapJوتمثل مورثة    1032pb  والثانية بطول  ،وتمثل البلاسميد 
  .عملية تفاعل الربط ودخول الشدفة في مكانها الصحيح
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  بأنزيمي التقييـد pET 15b-aapJ سميدهلامة الآغاروز لناتج تقطيع البلاصورة ) 3(الشكل 

)BamHI- XhoI( المسار ،)الــ  ) 2(واسم أطوال معيارية، المسار ) 1DNA 
 .البلاسميدي المقطع الحاوي على المورثة

  
  DNA: DNA Sequencingسلسلة الـ  ناتج

رمـز   تُوهـي  ،bp 1032التي يبلغ طولها aapJ  تسلسل مورثة الـ) 4(يظهر الشكل 
ثُمالـة   343  يتألف هذا البـروتين مـن  إذْ، 37.11kDaجزيئي  الوزن ال  ذا AppJبروتين  

  .)5الشكل ( حمض أميني
atgaaaaaaactctcatgacgggtgtattgggtgcggcggcgctgtttggcatcgcttcg 
ggagcatccgcagacacgctttccgatgtgaaggcgaaaggttttctacagtgcggcgta 
aacacggggctacttggttttgcgtcgcccaatgataagggtgaatggtccggtttcgac 
gttgattattgccgtgcggtagcttcggcgatcttcggtgatccgaccaaggtgaagttc 
actcctctcaatgcaaaagagcgtttcacggcgtttcaatccggtgaggtggacgttctg 
atccgcaacacgacctggaccatcagccgcgatacgtcgcttggtctcgattttgctggc 
atcaactactatgacggccagggcttcatgatcaattcaaagaagctggcgggcatcaat 
tccgcattgcagctttcgggtgcttccatctgcgtccaggccggcacgacgaccgagctg 
aacatggccgactatttccgcgccaataagatggaatataatccggttgtctttgagaag 
atcgaagaagccaatgccgcttatgattccggccgttgtgacgcctatacgaccgaccag 
tccagcctttacggggttcgtctggcgcttgccaatccggacgatcacgtcatcctgccg 
gaaatcatttccaaggagcctttcggcctgaccgttcgtcaaggtgacgccaggtgggcg 
gatgtcgttcgctggacgcataatgcgctgctcaatgccgaggaatacggcattacgcag 
gccaatgtcgaagagatgaagaagtccgataatccggatatcaagcgtcttctcggcgcg 
gaagcagacaccaagatcggcaccgatctcggcctcgacaaggactgggtggtgaagatc 
atcaagggtgtcggcaattacggcgaaatcttcgagcgcaacattggttcgggcagcccg 
ctcaagatcgcacgcggcctcaacgcccagtggaacaagggcggcctgcaatatggcatc 
cccgtgcgctaa 

  TAA  وتنتهي برامزة التوقفATGتبدأ برامزة البدء ، aapJةتسلسل مورث) 4( الشكل
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لبروسـيلا  ريـا ا  ي ناتج السلسلة مع التسلسل الموجود في قاعدة بيانـات بكت          قُورن ثم  

التابع لمركز المعلومات التقانـة الحيويـة   BLAST الضأنية، وذلك باستخدام برنامج الـ 
NCBI )www.ncbi.nlm.nih.gov(،  مقارنـة  % 100 بنـسبة    ن وجود تطـابق    وقد تبي

جاح عملية تنسيل المورثـة      الأمر الذي يدل على ن      الموجود في قاعدة البيانات؛    التسلسلب
 aapJ مورثـة الــ      قُورنتْكما  . أثناء التنسيل في  ضمن البلاسميد، وخلوه من أي طفرة       

جينوم بكتيريا أخرى باسـتخدام برنـامج       ب .melitensis B  البروسيلا الضأنية  لدى بكتيريا 
% 77، و Ochrobactrum anthropicمع % 90 بنسبة اً، وقد أظهرت تشابهBlastالـ 
   ).6الشكل  (Mesorhizobium lotiمع 

  

 
   ثُمالة حمض أميني343والمؤلف من  AapJ لبروتين الـ ض الأمينيةحماتسلسل الأ )5(الشكل 

  
  

  
   .melitensis B لـدى بكتيريـا    aapJ مقارنة تسلسل النكليوتيدات لمورثـة الــ         )6(الشكل  

  Mesorhizobium loti، و suis B. Ochrobactrum anthropicمع 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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  المناقشة

   أول مرة لدى بكتيريـا البروسـيلا الـضأنية         AapJمورثة الـ   بنجاح  عزلتْ ونُسلتْ   
B. melitensis ،ْزلت مورثة الـ إذع AapJ  من الـDNA  ستخلص مـنالجينومي الم 

ن ، فتبـي  وباستخدام مرئسات نوعيةPCRالبروسيلا الضأنية وذلك بتضخيمها بواسطة الـ  
ضمن بكتيريا الـ  AapJ مورثة الـ نُسلت، ثم pb 1032يبلغ  DNAأن طول شدفة الـ 
E. coli DH10Bوذلك باستخدام بلاسميد الـ ؛ pET-15b  وهذا ما يوافق تسلسل المورثة

  المنسلة ضمن البلاسـميد  aapJ سلسلة مورثة جرت وقد ،NCBIفي قاعدة بيانات الـ 
pET-15b ،التسلسل الموجود فـي  بج السلسلة مقارنة ناتو في هيئة الطاقة الذرية السورية

مقارنـة  % 100بنسبة  تام  ن وجود تشابه    وقد تبي  الضأنية،   ريا البروسيلا يقاعدة بيانات بكت  
الأمر الذي يدل على نجاح عملية تنسيل المورثـة          الموجود في قاعدة البيانات؛      التسلسلب

 aapJرثـة الــ      مو قُورنتكما  . أثناء التنسيل في  ضمن البلاسميد، وخلوه من أي طفرة       
جينوم بكتيريا أخرى باسـتخدام برنـامج       ب .melitensis B  البروسيلا الضأنية  لدى بكتيريا 

% 77، و Ochrobactrum anthropicمـع % 90 بنسبة اً، وقد أظهرت تشابهBlastالـ 
 في دراسات سابقة من عـزل  جرىالأمر الذي يحاكي ما قد  .Mesorhizobium lotiمع 

لعدد من الأجناس المختلفة مثـل الأشـريكة        المحيطية  وتين البلاسما   المورثة المرمزة لبر  
وزملاؤه عام  Majid Alipourقام بها في دراسة سابقة ف  والريزوبيوم،E. coli القولونية

2008  ،المورثة المرمزة لبروتين البلاسما المحيطية من الــ          تزلع DNA  الجينـومي   
 EcoRI  - Hindшخدام أنزيمي تقييـد   باستPCR بواسطة وضخّمتْ E. coli O157لـ 

 وكان ناتج الرحلان الكهربائي ظهور شدفة بطـول ، pET 23a باستخدام بلاسميد ونُسلتْ
957 pb ،34جزيئيالوزن ال ا البروتين ذإذْ إن kDa حمض أميني ثمالة 318 ، يتألف من .

  مورثة الـتمخت وضزلعفقد ، 2002وزملاؤه عام  Turlough قام بها أما الدراسة التي  
aapJ من الريزوبيوم R. tropici بواسطة PCR ْلتضمن ونُس E. coli DH5a باستخدام 

 حيث نسل  1996عام   Poole و Walshawم بها   اخرى ق أوفي دراسة   ،  Pjq200البلاسميد  
 والبلاسميد XbaI/HindIII نزيمي التقييدأباستخدام  من الريزوبيومaapJQMP  وبيرونالأ

pJP2. نتجـ البروتين وسي   ،بـشكله النقـي   ،   من الدراسـة   في المراحل اللاحقة   AapJ  ال
  .البروسيلا  للقضاء على فعالاًاًبغية استخدامه لقاح عن استمناعيته ويجري التحري
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