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 ثلخصن 
 

هً خلاٌا كروٌة سبحٌة موجبة الغرام ولا هوائٌة  Streptococcus mutansالعقدٌة الطافرة 
ً التجوٌف الفموي للإنسان، من أهم ما ٌمٌزها هو قدرتها على إنتاج نوع خاص اختٌارٌة، توجد بشكل عام ف
. ٌثبط Mutacinقصٌرة السلسلة الببتٌدٌة تسمى المٌوتاسٌن  Bacteriocinsمن المضادات المٌكروبٌة 

ة المٌوتاسٌن نمو أنواع أخرى من العقدٌات الطافرة والعدٌد من البكتٌرٌات موجبة الغرام وكذلك بعض سالب
الغرام. نظرا لصعوبة الحصول علٌه وتكلفة إنتاجه المرتفعة، فقد هدفنا فً هذه الدراسة إلى تصمٌم نظام لإنتاج 
ببتٌد المٌوتاسٌن بطرائق تؤشٌبٌة تتضمن بناء المورثة المرمزة للببتٌد بتفاعل بلمرة خاص ثم تنسٌلها والتعبٌر 

بروتٌنً ضخم عالً الإنتاجٌة والانحلالٌة وقابل للتنقٌة ، كجزء من معقد pT7-Hisعنها، باستخدام البلازمٌد 
 والكشف من خلال خصائصه اللونٌة.

 Overlapتم بناء التسلسل النكلٌوتٌدي المرمز للمٌوتاسٌن عن طرٌق تفاعل البلمرة المتراكب 
PCR ى بادئتٌن باستخدام بادئات طوٌلة ذات نهاٌات متتامة، بحٌث تغطً مجتمعة كامل طول المورثة إضافة إل

بؤنزٌمات التقٌٌد  pT7-Hisقصٌرتٌن لتضخٌم هذه الشدفة من الدنا، قطع بعد ذلك كل من المورثة والبلازمٌد 
بنتائج عملٌة الربط، لقد أعطت نتائج هذا العمل  E. coliالمناسبة تمهٌداً لربطهما ومن ثم تحوٌر سلالة 

رتبطاً بالبروتٌن المتفلور الأخضر المإشب بصورة مستعمرات إٌجابٌة قادرة على إنتاج ببتٌد المٌوتاسٌن م
كٌلودالتون( باستخدام الكروماتوغرافٌا  63منحلة ضمن السٌتوبلازم. أمكن تنقٌة هذا المعقد البروتٌنً المإشب )

بعد صبغها.  (SDS-PAGE)ذات التجاذب المعدنً كما أوضحه الفصل الكهربائً على جل الأكرٌلامٌد 
احل اللاحقة اختبار أفضل الظروف لتحرٌر المٌوتاسٌن من هذا المعقد ومن ثم اختبار سٌتعٌن علٌنا فً المر

تؤثٌره التضادي على حٌوٌة العدٌد من السلالات البكتٌرٌة. سٌتٌح تطوٌر هذا النظام توفٌر كمٌات كبٌرة من 
 عقار المٌوتاسٌن بغٌة دراسة استخدامه مستقبلٌاً كمضاد بكتٌري واسع الطٌف.

 ، التعبير البروتيني.pT7-Hisالعقدية الطافرة، الميوتاسين، التنسيل المورثي،  لمفتاحية:الكلمات ا

 
 ن ث سثد

 

ٌُطلق علٌها  Antimicrobial peptidesتنتج العدٌد من البكتٌرٌا ببتٌدات مضادة للأحٌاء الدقٌقة 
الحاوٌة على  Lantibiotic، إحدى مجموعات البكتٌرٌوسٌن هً مجموعة Bacteriocinاسم البكتٌرٌوسٌن 

 Jack)حٌث تنتجها البكتٌرٌا عادة بهدف كبح الأنواع المنافسة الموجودة فً بٌئتها ، Lanthioninاللنتٌونٌن 
et al., 1995) تكمن آلٌة عمل هذه الببتٌدات فً قدرتها على قتل البكتٌرٌا عن طرٌق تمزٌق أغشٌتها الخلوٌة .
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 ,.Marassi et al)أو إتلاف الطبقة ثنائٌة اللٌبٌد  (Matsuzaki et al., 1998)إما من خلال تكوٌن ثقوب 
. لهذا السبب فهً لا تُحدث مقاومة كما هو (Ulvatne et al., 2004)أو إزالة استقطاب الغشاء  (1999

ٌُنظر لهذه الببتٌدات كؤدوٌة جدٌدة مضادة للبكتٌرٌا بصورة  الحال بالنسبة للمضادات الحٌوٌة التقلٌدٌة، حٌث 
، فآثارها التثبٌطٌة ممكن أن تطال البكتٌرٌا موجبة وسالبة (Sang and Blecha, 2008)عة الطٌف واس

، Mycobacteriaالغرام، بما فٌها تلك المقاومة للمضادات الحٌوٌة التقلٌدٌة، كما ٌمكن أن تثبط أنواعاً من 
عكس معظم المضادات الحٌوٌة الفٌروسات المغلفة، الفطور، وحتى الخلاٌا المحورة والسرطانٌة وذلك على 

التقلٌدٌة. أٌضا فإن المضادات البكتٌرٌة لها القدرة على تعزٌز المناعة من خلال تحفٌز إنتاج بعض 
 .(Amsterdam et al., 1994)الإنترلوكٌنات 

، مثل المكورات العقدٌة lactic acid bacteria (LAB)تعتبر الببتٌدات القصٌرة التً تنتجها 
Streptococci،  من أكثرها أهمٌة كمضادات حٌوٌة واعدة، وهذا النوع من المكورات هو عبارة عن بكتٌرٌا

موجبة الغرام غٌر متحركة، لا هوائٌة اختٌارٌة أو إجبارٌة، تحلل الدم على وسط الآغار المدمى، بعضها ٌمثل 
المكورات هو النوع  . من أهم أنواع هذهجزء من الفلورة الطبٌعٌة وبعضها الآخر عبارة عن عوامل ممرضة

S. mutans  الذي ٌوجد بشكل شائع فً التجوٌف الفموي للإنسان ولها ارتباط وثٌق بتسوس الأسنان، وقد تم
. تكمن فائدتها فً قدرتها على إنتاج نوع من 4257عام  Clarkeتوصٌف هذه البكتٌرٌا للمرة الأولى من قبل 

 ;Mutacin (Hamada and Ooshima, 1975وتاسٌن الببتٌدات القصٌرة المضادة للبكتٌرٌا تسمى المٌ
Caufield et al., 1985) وهو مضاد بكتٌري فعال ضد الأنواع ذات الصلة القرٌبة وبصورة واسعة ،

 .(Parrot et al., 1990)الطٌف تجاه البكتٌرٌا موجبة الغرام 
دالتون،  5697حمض أمٌنً بوزن جزٌئً صغٌر ٌقدر بحوالً  57ٌتؤلف المٌوتاسٌن الناضج من 

ثمالات سٌرٌن منزوعة الماء، أربع منها تشترك بتكوٌن جسر  9وقد أظهرت سلسلة الببتٌد احتوائه على 
العدٌد من الإٌجابٌات على خلاف غٌره من  S. mutans CH43كبرٌتً. وللمٌوتاسٌن المنتج من السلالة 

من البكتٌرٌا موجبة الغرام تتضمن المضادات الحٌوٌة التقلٌدٌة، حٌث أن له طٌف واسع تجاه نطاق كبٌر 
Staphylococci وEnterococci  التً توصف عادة بؤنها مقاومة للأدوٌة ومسإولة بشكل رئٌسً عن

. ونظرا لطبٌعة عمله الفرٌدة تجاه البكتٌرٌا intravascular catheters (IVC)الالتهابات فً القثطرة 
متحمل للحرارة بشكل كبٌر وٌعمل فً نطاق واسع من الحساسة له لم تلاحظ أي مقاومة ضده، أٌضا فإنه 

درجات الحموضة مما ٌجعله مناسبا للاستعمال فً مختلف الظروف، وبسبب طبٌعته الكارهة للماء ٌساعد على 
نتج من أفراد موجودة طبٌعٌا فً  ٌُ تغطٌة سطح القثطرة لمنع التصاق البكتٌرٌا. من ناحٌة أخرى، ونظرا لأنه 

 Baca Garcia)لإنسان فهو لا ٌثٌر استجابة مناعٌة ولٌس له أٌة آثار سمٌة على المضٌف فلورا الفم عند ا
and Liebana Urena, 1990; Jack et al., 1995; Qi et al., 2004). 

من أهم معوقات استثمار هذا النوع الجدٌد من المضادات الحٌوٌة ٌكمن فً صعوبة إنتاجها 
فً ارتفاع تكلفة تركٌبها بالتصنٌع الكٌمٌائً المباشر، نظرا لبنٌتها  باستخلاصها من مصادرها الطبٌعٌة أو

العضوٌة المعقدة وتطلبها فً بعض الأحٌان لأحماض أمٌنٌة نادرة تكون باهظة الثمن. تم اللجوء مإخراً إلى 
القصٌرة بصورة  طرائق إنتاج بدٌلة تتمثل باستخدام الهندسة الوراثٌة والتعبٌر البروتٌنً فً سبٌل إنتاج الببتٌدات

مع بروتٌنات ذات  Fusion proteinsحٌث تربط هذه الببتٌدات ضمن بنى بروتٌنٌة مندمجة  مإشبة.
 Greenخصائص فرٌدة من حٌث ذوبانها ومكان تموضعها بعد التعبٌر عنها فً الخلاٌا، ومن هذه البروتٌنات

Florescent Protein  (GFP )(Wu et al., 2009)، والبروتٌن Maltose Binding Protein 
(MBP )(di Guan et al., 1988; Pryor and Leiting, 1997) والبروتٌن ، N-Utilization 

substance (NusA )(Davis et al., 1999)والبروتٌن ، glutathione S-transferase 
(GST )(Smith and Johnson, 1988)وكذلك البروتٌن ، Thioredoxin (TRX )(LaVallie et 

al., 1993) . إن وجود الببتٌد القصٌر ضمن هذه البنٌة البروتٌنٌة الضخمة ٌإمن من جهة الذوبانٌة العالٌة
وإمكانٌة التحقق من التعبٌر عنه خلال خطوات العمل، ومن جهة ثانٌة، ٌخفف من تؤثٌره السام على الخلٌة 

 .المضٌفة أثناء مراحل الإنتاج
عائق فً وجه الدراسات البنٌوٌة والوظٌفٌة للببتٌدات المندمجة هذه البنى البروتٌنٌة المعقدة قد تكون 

لذلك فإن من الضروري إزلتها خلال مراحل التصنٌع بالاستعانة بؤنواع  (Bucher et al., 2002)معها 
 و Enterokinase ،Thrombin ،Factor Xaخاصة من أنزٌمات الهضم البروتٌنً )البروتٌآز( مثل 

TEV protease  (Parks et al., 1994; Jenny et al., 2003) حٌث تإمن هذه الأنزٌمات القطع .
بصورة موجهة ضمن تسلسل محدد من الأحماض الأمٌنٌة، التً تم إضافتها صنعٌا خلال مراحل التنسٌل، التً 

 تسبق الببتٌد مما ٌإدي إلى تحرٌره من المعقد لٌتم تنقٌته بعدها بصورة عالٌة.
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العمل إلى وصف محاولة إنتاج ببتٌد المٌوتاسٌن المإشب للعقدٌة الطافرة من هذا المنطلق، هدف هذا 
، وذلك باستخدام البلازمٌد E. coliباستخدام أنظمة التنسٌل المورثً والتعبٌر البروتٌنً فً الإشرٌكٌة الكولونٌة 

pT7-Hisورة الخضراء ، الذي ٌتٌح لنا الحصول على المٌوتاسٌن فً بنٌة بروتٌنٌة مندمجة مع بروتٌن الفل
. سٌتٌح توفر هذا الببتٌد إجراء جملة من الدراسات بهدف تقٌٌم دوره (Wu et al., 2009)العالً الذوبانٌة 

 .كمضاد حٌوي واسع الطٌفوإمكانٌة استخدامه لاحقاً 

 
 ن ثةنس ةن   نئق

 
 ن سلالات ن اكتٌ ٌد، ش ة  ن نثة ةن الازثٌس

 TOP 10لتنسٌل والتعبٌر البروتٌنً، وهً على التتالً المستخدمة فً ا E. coliتم تهٌئة سلالات 
 Luria Bertani broth (LB)لاستقبال البنى البلازمٌدٌة، ومن ثم نمٌت على وسط  Rosetta DE3و

م، وأما البلازمٌد الذي استخدم °:6( فً الدرجة Applichem) Ampicillinالمزود بالمضاد الحٌوي 
 Yu Ding (Fudan، الذي زودنا به مشكورا البروفسور pT7-Hisبالتنسٌل والتعبٌر البروتٌنً فهو 

University, China ) .(.4)الشكل 

 
 ةثة بد ن ثٌةتلسٌ  pT7-His: خ ٌ د ثفصّلد  انٌد الازثٌس ن ت اٌ  ن ا ةتٌنً 1ن شكو. 

(A شكو ت سٌثً ٌظه  ا ض ثكةنلت ن الازثٌس )pT7-His  ةهيً تشيثو ن ثح يضT7  لأثاسيلٌ  ، ن ثة بيد ن ث لةثيد
Amp 7، ن تسلسو ن ث ثز  ةنسثد ن هٌستٌسٌ  ن سالعٌد×His tag ن تسلسو ن ثسؤةو ع  ت لعف ن الازثٌس ،f1 

origin ث  ن سلا د E. coli   ٌثة بد ا ةت ،GFP  ٌثة بد ا ةت ،TEV protease  ةثةقع أنزٌثً ن ت ٌٌيس
XhoI ةBamHI  ٌاللإ ل د  ةجةس ثةق ً ن السئت ،TR, TFٌظه  ن .( شكو B  ٌعثلٌد ت كٌب ثة بد ن ثٌةتلس )

ةا سهل جي   ت يخٌم هيذل ن شيس د اتفلعيو الثي   عيل ً ن سقيد السيتخسنم  M1-6الستخسنم ست السئلت ثتشل  د جزئٌلً 
ن ليذن  ٌسيتخسثل   يً تنسيٌلهل  يً  BamHI/XhoI. تنتهً شس د ن يسنل اثيةق ً أنزٌثيً ن ت ٌٌيس MF/MRن السئتٌ  

 Mutacin، احٌث ٌستث  ن تسلسو ن ث ثيز  لثٌةتلسيٌ  GFPد ن ا ةتٌ  نلأخ   ن ثفلة  الازثٌس حلةي على ثة ب
، ةٌنفصييو TAAةٌنتهييً ن  يية  ثيي  ن نلحٌييد ن ك اةكسييٌلٌد اث ثييز نلانتهييل   in frameعلييى نسييق  يية  ق نئتيي  

، ن ذي TEVتٌلز ن ا ةتٌ  نلأخ   ع  ن ثٌةتلسٌ  اتسلسلات ث ثز   سالعً ن هستٌسٌ  ٌلٌهل ثةقع ق ع ننزٌم ن ا ة
 سٌستخسم لاح ل  تح ٌ  ااتٌس ن ثٌةتلسٌ  ن  صٌ  ث  هذن ن ا ةتٌ  ن ثنسثج.

 تنسٌو ثة بد ن ثٌةتلسٌ   ً الازثٌس ن ت اٌ  ن ا ةتٌنً
( بحٌث تغطً كامل طول المورثة ومن ثم تم تم M1-M6بادئات ذات نهاٌات متتامة ) 9تم بداٌةً تصمٌم 

 4)جدول.  MRوالعكسٌة  MFوج من البادئات النوعٌة الأمامٌة تضخٌم هذه المورثة باستخدام ز
(، صُممت هذه البادئات اعتماداً على التتالً النكلٌوتٌدي الموجود فً البنك الجٌنومً للعقدٌة 4Bوالشكل.
( بعد إضافة تسلسل أنزٌمات التقٌٌد Accession: AAF99577.1) Streptococcus mutansالطافرة 

وقد تم التضخٌم باستخدام تفاعل البلمرة المتراكب عالً الدقة بوجود أنزٌم  ت القصٌرة.المستخدمة للبادئا
وذلك لتجنب أي  AccuPrim ™ Taq polymeras high fidelity Kit (Invitrogen)البولٌمراز 

 Initialخطؤ فً تسلسل النكلٌوتٌدات أثناء تضخٌم المورثة، تضمن برنامج الـبلمرة فترة التمسخ الأولٌة 
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denaturation  دورة تفاعل بلمرة  53م اتبعت هذه الخطوة °28دقائق فً الدرجة  6مدةIncremental 
PCR  م( بغٌة حصول الالتحام بٌن °93م و°88م ،°83م، °78دورات ) 8تتضمن تغٌر درجة الالتحام كل

فً  Denaturationالبادئات الست والحصول على المورثة المطلوبة بحٌث كل دورة ٌتم فٌها )التمسخ 
م °5:فً الدرجة  Extantionثانٌة، والاستطالة  63مدة  Annealingثانٌة، الإلتحام  48م مدة °27الدرجة 

 ثانٌة(. 78لمدة 
 

 : ن تسلسو ن نٌكلٌةتٌسي  لالسئلت ن تً تم نستخسنثهل  ً تنسٌو ثة بد ن ثٌةتلسٌ 1 جسةو

 
 

طبٌق تفاعل بلمرة ثانً عالً الدقة باستخدام البادئتٌن استخدم بعدها ناتج تفاعل البلمرة السابق كقالب لت
دقائق فً  6( بغٌة تضخٌم المورثة، تضمن برنامج الـبلمرة التمسخ الأولً مدة Mutacin F/Rالقصٌرتٌن )

ثانٌة،  48م مدة °27دورة تتضمن كل دورة )التمسخ فً الدرجة  68م اتبعت هذه الخطوة بـ °28الدرجة 
ثانٌة(. بعد إجراء التفاعل تم  78م لمدة °5:ثانٌة، والاستطالة فً الدرجة  63م مدة °88الالتحام فً الدرجة 

 ,TAE (40mM Tris-Base%( بوجود موقً الفصل الكهربائً 5فصل الشدفة على جل الأغاروز )
1mM EDTA, 0.1% Acetic Acid and pH:7 ثم تنقٌة المورثة المضخمة من باقً مكونات تفاعل ،)

-pT7. بعدها تم مُعاملة كلاً من البلازمٌد PCR clean-up system (Promega)ستخدام طاقم البلمرة با
His  ومورثة المٌوتاسٌن بؤنزٌمات التقٌٌدXhoI وBamHI (Fermentas ثم أجرٌت ،) عملٌة الربط

(Ligation باستخدام )Ready-To-Go™ T4 DNA Ligase Kit (GE healthcare( بنسبة )9:4 )
بطرٌقة  E. coli Top 10لازمٌد والشدفة، على التتالً. استخدم نتائج الربط فً تحوٌر السلالة لكل من الب

، ونمٌت البكتٌرٌا المحورة على أوساط حاوٌة على الأمبٌسٌلٌن  Electroporationالصعق الكهربائً

100g\ml بلمرة باستخدام . بعد النمو، تم اختبار عدد من المستعمرات النامٌة على أطباق الزرع بتفاعل
وذلك لانتقاء المستعمرات البكتٌرٌة الحاوٌة على ( 4( )جدول. TF/TR) pT7-His بادئات نوعٌة للبلازمٌد

 Plasmid التراكٌب البلازمٌدٌة الصحٌحة. نمٌت المستعمرات الموجبة وعزلت منها البنى البلازمٌدٌة بوساطة
Miniprep Kit  (Qiagenحٌث قٌس تركٌزها ومن ثم ت ،) م التؤكد من دقة التنسٌل وصحة تسلسلاتها، إما

بمعاملة هذه البنى البلازمٌدٌة بؤنزٌمات التقٌٌد للتؤكد من أن شدفة الدنا منسلة فً المكان الصحٌح، أو من خلال 
التً تغطً كامل مورثة المٌوتاسٌن الموجودة ضمن البلازمٌد وذلك للتؤكد  TRالبادئة  سلسلة العٌنات باستخدام

 و تسلسل المورثة من الطفرات.من خل
 ن ت اٌ  ع  ا ةتٌ  ن ثٌةتلسٌ  ن ثؤشب

، نمٌت فً دوارق الزرع  E. coli Rosettaبعد إدخال البنى البلازمٌدٌة إلى خلاٌا التعبٌر البروتٌنً
 ,Luria Bertani (Tryptone 2.5g, Yeast extracts 1.25gمل من وسط الاستنبات  583فً 

NaCl 2.5g 100له أمبٌسٌلٌن ( ، المضافg\ml م وبسرعة دوران لا تقل عن °42فً الدرجة ، وذلك
IPTG (ropel PsoI(، تم إضافة مادة 0.5600OD=دورة فً الدقٌقة. عند تحقق العكارة المطلوبة ) 533

alactosideGhioT-D-β( )Promega 0.5( لتحرٌض عملٌة التعبٌر فً وسط الزرع بتركٌزmM بعد .
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 PBS 1Xتم تثفٌل الوسط وتجمٌع الراسب الخلوي ومن ثم حله بالموقً الملحً  ساعة من الحضن، 49
(10.14mM Na2 HPO4.7H2O, 0.13M NaCl, 1.76mM KH2PO4, 2.7mM KCl, adjust 

to pH 7.4 with HCl ومن ثم إعادة تعلٌقه بوساطة جهاز تحطٌم الخلاٌا )Sonnicator (Lab Sonic) 
تم بعدها التثفٌل للتخلص ، ( وذلك ضمن الثلج2min, pluse 15/45, Ampli 40%حسب البرنامج التالً )

( Ni-NTA Agarose; Qiagenمن البقاٌا الخلوٌة ومن ثم تمرٌر الخلاصة الخلوٌة على أعمدة النٌكل )
التً لها القدرة على التقاط البروتٌن المإشب من خلال ذٌله الهستٌدٌنً. بعد مراحل مستفٌضة من الغسل لأعمدة 

 16.2mM Na2HPO4, 3.8mM NaHPO4, 500mM NaCl, 20mM Imidazolلنٌكل بالموقً )ا
pH:7.4 تم تحرٌر البروتٌن النقً من العمود عن طرٌق تمرٌر نفس الموقً السابق ولكن بوجود تركٌز ،)

 (، تم إدارة عملٌة التنقٌة تلك من خلال نظام الكروموتوغرافٌا500mM) Imidazolعالً من الإٌمٌدازول 
 .AKTA prime (GE Healthcare)الآلـً 

 SDS-PAGE %12بعد التعبٌر والتنقٌة، استخدم جل سلفات دودوسٌل الصودٌوم عدٌد الأكرٌلامٌد
(، بغٌة فصل العٌنات Running gel 12%ولجل الفصل  Stacking gel 5%)المتضمنة لجل التكدٌس 

 25mM Tris-Base, 200mM Glycineالمؤخوذة من مختلف المراحل. حٌث تم الفصل فً الموقً )
and 0.1% SDS( ًوبعد الفصل الكهربائٌة فً الجل، تم صبغه بموقً أزرق الكوماس ،)0.25% 

Coomassie Brilliant Blue R250 (Sigma), 45% Methanol and 10% Acetic Acid ،)
 .وذلك للتؤكد من حسن سٌر العملٌة

 

 ن نتلئج ةن ثنلقشد
 

 
 سٌ ت خٌم ثة بد ن ثٌةتل

بداٌةً قمنا بتصمٌم البادئات المتتامة جزئٌاً التً تغطً كامل مورثة المٌوتاسٌن ومن ثم تم تطبٌق تفاعل 
الذي تمت أمثلته بغٌة الحصول على المورثة المطلوبة، حٌث ٌظهر لدى  Overlap PCRالبلمرة المتراكب 

 153bpثل مورثة المٌوتاسٌن بطول فصل ناتج تفاعل البلمرة هذا على جل الأغاروز بعد تطبٌقه، شدفة تم
 (.5A)شكل. 

 pT7-Hisتنسٌو ثة بد ن ثٌةتلسٌ   ً ن الازثٌس 
، تمت معاملتهما pT7-Hisبعد الحصول على كمٌة كافٌة من كل من شدفة المورثة والبلازمٌد 

باستخدام  (.5Bومن ثم ربطهما لإنتاج البنى البلازمٌدٌة المطلوبة )الشكل.  BamHIو XhoIبؤنزٌمً التقٌٌد 
ومن ثم تنمٌتها على أوساط انتقائٌة. أجُري بعد  E. coli TOP 10نواتج التنسٌل السابقة تم تحوٌر السلالة 

ذلك تفاعل بلمرة لعدد من المستعمرات النامٌة للتؤكد من دخول البنى البلازمٌدٌة، حٌث تظهر بنتٌجة إجراء 
أي حاوٌة على البلازمٌد وبه  –ن كانت إٌجابٌة إ 1009bpالتفاعل مباشرة على المستعمرات شدفة بطول 

)الشكل.  870bpبٌنما تظهر المستعمرات السلبٌة الحاوٌة على البلازمٌد فقط شدفة بطول  -شدفة المورثة 
5C.) 

 Plasmidللتحقق من صحة تنسٌل شدفة المورثة فً البلازمٌد، تم عزل البنى البلازمٌدٌة بطرٌقة
miniprep ٌجابٌة ومعاملتها بؤنزٌمات التقٌٌد من المستعمرات الإPstI/HindIII وPstI/BamHI  واستخدم

(، حٌث 5D)الشكل.  %1.5 البلازمٌد الأصلً كشاهد سلبً، ثم فصلت شدف القطع الناتجة على جل الآغاروز
 PstI/BamHIالناتجة عن معاملة البنٌة البلازمٌدٌة بالأنزٌمٌن  1438bpنلاحظ على جل الفصل أن الشدفة 

(. وهذا 5الناتجة عن معاملة البلازمٌد الشاهد بنفس الأنزٌم )المسار  2017bp( أقصر من الشدفة 8المسار )
ٌفسره استبدال قطعة الدنا المرمزة للبروتٌاز فً البلازمٌد الشاهد بقطعة أصغر تحتوي على مورثة المٌوتاسٌن 

تظهر  PstI/HindIIIلبنٌة البلازمٌدٌة بالأنزٌمٌن فً البنٌة البلازمٌدٌة الناتجة. من ناحٌة أخرى، فإن معاملة ا
(، بٌنما 9)المسار  1315bpشدفتٌن بطولٌن مختلفٌن هما البلازمٌد وشدفة حاوٌة على مورثة المٌوتاسٌن 

( وذلك لعدم احتواء البلازمٌد على 6تظهر شدفة واحدة عند معاملة البلازمٌد الشاهد بنفس الأنزٌمٌن )المسار 
والذي ٌوجد فقط ضمن التسلسل المرمز لببتٌد المٌوتاسٌن. لزٌادة التحقق، تم إرسال  HindIIIٌم موقع قطع للأنز

بعض البنى البلازمٌدٌة المإكدة للسلسلة باستخدام بادئات خاصة التً تمسح كامل طول المورثة، وقد أكدت هذه 
 النتائج صحة طول البنى البلازمٌدٌة وخلوها بالكامل من الطفرات.
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 : ت خٌم ثة بد ن ثٌةتلسٌ  ةث نحو تنسٌلهل  ً ن الازثٌس2و. ن شك

 (A شكو ٌة ح نلتج  صو تفلعو ن الث   ن ثت نكب على جو نلآغل ةز )حٌث  اق ن تفلعو عليى ن السئيلت ن ثصين د 2 ،%
ث لثليد شيس د ( نلتج B: شلهس سلاً الستخسنم ن ثل  اسلاً ث  ن سنل. )2: ثة بد ن ثٌةتلسٌ ، ن ثسل  1ثسا لً: ن ثسل  

ن الازثٌيييس ن ث  ييية ،  1، ن ثسيييل  BamHIة XhoIاأنزٌثيييلت ن ت ٌٌيييس  pT7-Hisثة بيييد ن ثٌةتلسيييٌ  ةن الازثٌيييس 
( نييةنتج تفلعييو ن الثيي   ن ييذي تييم  جيي نؤل علييى ن ثسييت ث نت Cشييس د ن ثة بييد ن ث لثلييد اييأنزٌثً ن ت ٌٌييس. ) 2ن ثسييل  

ن تأكييس ثيي  صييحد ن انييى ن الازثٌسٌييد  TR/TF .(D)سنم ن اييلسئتٌ  ن اكتٌ ٌيد  لتأكييس ثيي  سخييةو ن انييى ن الازثٌسٌييد السييتخ
ة صييو نييةنتج  PstI/BamHIة  PstI/HindIIIن نلتجييد عيي  عثلٌييد ن تنسييٌو ثيي  خييلاو ق  هييل اأنزٌثييلت ن ت ٌٌييس 

( قايو عثلٌيد ن   يع، 4( ةن انيى ن الازثٌسٌيد ن حيلةي عليى ن ثة بيد )ن ثسيل  1)ن ثسيل   pT7-hisن الازثٌيس  ن   يع:
(، PstI/BamHI( ن الازثٌس ةن انى ن الازثٌسٌد على ن ت تٌب ا س نستخسنم نلأنزٌثٌ  )5ة 2ل ٌحتةي ن ثسل ٌ  )اٌنث

 M(، ٌثبيو ن ثسيل  PstI/HindIII( ن الازثٌس ة ن انى ن الازثٌسٌد ا س ث لثلتهل اللأنزٌثٌ  )6ة 3ةٌظه  ن ثسل ٌ  )
 سلم ن سنل ن جزٌئً  ً كل د نلأشكلو.

 ٌنًن ت اٌ  ن ا ةت
 E. coliفً البنى البلازمٌدٌة، تم نقلها إلى خلاٌا  المٌوتاسٌنبغٌة تحرٌض التعبٌر البروتٌنً لمورثة 

BL-21(DE3) Rosetta  بعملٌة الصعق الكهربائً وبعد التؤكد من صحة العملٌة تم تنمٌة المستعمرات
التعبٌر البروتٌنً فً الخلاٌا البكتٌرٌة الموجبة فً وسط الاستنبات بوجود الأمبٌسٌلٌن، حٌث تم تحرٌض 

وحضنها فً شروط التنمٌة المثلى. بعدها تم تجمٌع الخلاٌا ومن ثم  IPTGالبكتٌرٌة من خلال إضافة مادة 
تحطٌمها بالأمواج فوق الصوتٌة. انطلاقاً من هذه الخلاصة الخلوٌة، تمت تنقٌة البروتٌن المندمج المإشب 

لمعدنً، حٌث أن وجود واسمة الهٌسٌتٌدٌن السباعٌة فً هذا البروتٌن بؤعمدة الكرموتوغرافٌا ذات التجاذب ا
المإشب ٌمكنه من الارتباط بشوارد النٌكل المنتشرة على ملاط العمود. بعد مراحل مستفٌضة من الغسل، ٌمكن 

بتمرٌر موقً حاوي على مركب الإٌمٌدازول المنافس الشره لواسمة تحرٌر البروتٌن النقً من العمود 
ٌتٌدٌن والقادر على إزاحة البروتٌن النقً من العمود. لمتابعة عملٌة التعبٌر والتنقٌة تم فصل عٌنات من الهٌس

( من 5ساعة )مسار  49( وبعد 4(، وذلك قبل )مسار 6هذه الخلاصات الخلوٌة عبر جل الأكرٌلامٌد )الشكل. 
بؤزرق الكوماسً. لقد أوضح الشكل  ( ومن ثم صبغ الجل6عملٌة التحرٌض أو حتى بعد عملٌة التنقٌة )مسار 

كٌلودالتون حصرٌا بعد التحرٌض، وقد أمكن تنقٌة هذا  63ظهور عصابة ممٌزة للبروتٌن المإشب بطول 
 (.6البروتٌن باستخدام الكروماتوغرافٌا ذات الإلفة كما ٌظهره الشكل )
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 ثٌةتلسٌ : ن ت اٌ  ن ا ةتٌنً ع  ن ا ةتٌ  ن ثنسثج ن حلةي على ااتٌس ن 3ن شكو 

: ن خلاصد ن خلةٌيد قايو عثلٌيد ن تحي ٌض، ن ثسيل  1%، ن ثسل  12نلتج  صو ن خلاصلت ن ا ةتٌنٌد على جو نلأك ٌلاثٌس 
كٌلةسن تية ( ا يس عثلٌيد  33:  هة  لا ةتٌ  ن ن يً )3سلعد ث  ن تح ٌض ةأثل ن ثسل   16: ن خلاصد ن خلةٌد ا س 2

 (. تم  ظهل  ن ا ةتٌنلت ث  خلاو ن صاغ اأز ق ن كةثلسً.Mل ي )ن تن ٌد،   ل د  ةجةس ةنسم ن ا ةتٌ  ن ث ٌ

 
لقد تجنبنا فً هذا العمل مشكلة فقدان البروتٌن لبنٌته الفراغٌة وترسبه أثناء عملٌة التعبٌر البروتٌنً، 

نٌة العالً الذوبا وذلك من خلال استخدام البنى المندمجة، بحٌث تم ربط المٌوتاسٌن ببروتٌن الفلورة الخضراء
(Wu et al., 2009) فهو ٌتٌح التعبٌر عن البنٌة البروتٌنٌة المندمجة بشكل منحل فً السٌتوبلازما دون ،

، كما هو الحال فً بعض أنظمة التعبٌر البروتٌنً ذات (Inclusion Bodiesتراكمها فً الأجسام الضمنٌة )
. من ناحٌة أخرى، ٌحتوي البروتٌن المإشب، الناتج عن التعبٌر فً هذا البلازمٌد، المحضضات الأكثر فاعلٌة

من الناحٌة الكربوكسٌلٌة للبروتٌن المندمج، بٌن بروتٌن  7xHistidine tagعلى واسمة الهٌسٌتٌدٌن السباعٌة 
 الذي ٌتٌح لنا من ٌة البلازمٌد، الأمر الفلورة المٌوتاسٌن، وذلك نظراً لوجود التسلسل المرمز لهذا الذٌل فً بن
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ABSTRACT 

 
Streptococcus mutans is gram positive, facultative anaerobic bacteria 

and commonly found in the human oral cavity. The most important feature is 
its ability to produce an antimicrobial short peptide (Bacteriocin) known as 
Mutacin which is a short peptide chain of amino acids. Mutacin can inhibit the 
growth of other mutans streptococci, many gram positive and some gram 
negative bacteria. In this work, we aimed to design a novel system to produce 
the Mutacin using recombinant methods. These include the construction of 
the coding sequence of the peptide by special PCR followed by gene cloning 
and expression in the plasmid pT7-His. Mutacin was produced as a part of a 
high solubility and productivity fusion protein which is able to be purified and 
detected by its colorimetric properties. 

The whole gene of Mutacin was constructed using PCR with long 
overlapping primers which cover the whole gene and with two additional short 
primers to amplify it. Digested Mutacin fragment, as well as the pT7-His 
plasmid, were ligated and then used to transform E. coli strain. The positive 
colonies expressed a soluble fusion protein (30 kDa) of the Mutacin with the 
Green Florescent Protein (GFP) in the cytoplasm. This fusion protein was 
purified by metal affinity chromatography, as shown after SDS-PAGE 
separation and gel staining. In the next work, we will test the best conditions 
to release the Mutacin from the fusion protein in order to study its antibiotic 
activity against many bacterial strains. The development of this system will 
provide large quantities of the Mutacin for future studies and applications as 
broad spectrum antibacterial peptide. 
Keywords: Streptococcus mutans, Mutacin, pT7-His, gene cloning, protein 

expression 
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