
J. of Agricultural Chemistry and Biotechnology, Vol. 1 (2): 123 - 131, 2010 

CLONING, EXPRESSION AND PURIFICATION OF DSBA 
PROTEIN OBTAINED FROM Brucella melitensis  
Ali, Dina*; Dana Zaiter**; B. Al Balaa***, A. Al Mariri*** and  
E. Kassem*  
*   Biological (Zoology) Dept. Fac. of Science, Demascus Univ.  
**    Biological (Botany) Dept., Fac. of Science, Demascus Univ. 
***  Molecular Biology and Biotechology Nuclear Energy Tound. Syria 
 

 ةـأنٌـٌلا الضــالبروس الناتج من بكترٌا DsbAالـ  وتنقٌة بروتٌن تنسٌل وتعبٌر
 1عصام قاسمو 3أٌمن المرٌري، 3بسام البلعة  ،2دانا زعٌتر ،1دٌنا علً

 جامعة دمشق. –كلٌة العلوم  –قسم علم الحٌاة الحٌوانٌة  1
 جامعة دمشق. –كلٌة العلوم  – قسم علم الحٌاة النباتٌة 2
 لبٌولوجٌا الجزٌئٌة والتقانة الحٌوٌة، هٌئة الطاقة الذرٌة السورٌةقسم ا 3

 

 لخص     الم  
 

ُُ ُُل ا اليُُ  و يت ا     ض  ُُتورالن ث  ُُنيد  ريُُيتو ري ُُا المرمُُنز م  ُُود ال رويُُيلا                                                              خمت المورث ُُلم مُُن مي     م                   لاق
       تخللهُل            ومُن ثُد اُد                           و لياختاد مر يلت  وعيا،  PCR                                              عن  ريق اق يا الا لعل الي ي ا ل  وليميران الـ          الضأ يا

        فُُا  مُُلد    pET-15b / dsbA                             . و للاُللا اُُد  تخُلل ال لانميُُت pET-15b                             فُا  لانميُُت الار يُر المي ُُا الُُـ 
                                     ، حيث اد الار ير عن هذه المورثُا  شُرل E.coli BL21DE3             يا القولو يا   شر                                الار ير ال رواي ا ل رايريل الاشري

  SDS-PAGE                     لامُا الُرحلان ال رواي ُا                               . ولقت  مهر الاح يل  ليُاختاد هIPTG                         عللا  ويل ا الاحريض  للـ 
                                             . رمُل اُد ا قيُا هُذا ال ُرواين المأشُو  فيمُل  رُت kDa 28                                               أن ال رواين المر ر ع ُ  يما ُو ونن مني ُا  حُتوت 

                                         لياختاد عموت امل ا ل مخ   المرت ا.    
ُُوليميران، الا يُُيل، ال  :              كلمااام ماتاحٌااة ُُل ا اليُُ  و يت، الا لعُُل الي يُُ ا ل   ُُا       ار يُُر                                                                        ُُنيد امريُُتز ث    ،          ال رواي 

                           الا قيا، ال روييلا الضأ يا.
 

 قدمة     الم  
 
  zoonotic disease    وان                            ض المشُاررا  ُين اس يُلن والحيُ        مُن اممُرا  Brucellosis    يلات             ت تاء ال رويُ ر   ي  
( Boschiroli et al ., 2001  وهو م )            اشر فا  لات حوض ال حر ام ُيض الماويُ ، شُ   المنيُرز الرر يُـا                                                         

  .(Corbel, 1997)                                   يو واممريريـاين الويـ ى والم ـو يا                   و رـض  مـناء المري            رز اله ـتيا      والقل
رُُتا، وفُُا اس ُُـيلن  ليُُد الحُُـمى الملل يُُا   Malta                                                                                   ي رُُره هُُذا المُُرض فُُا الحيوا ُُلت  ليُُد اسمهُُلض الم 

fever   و الحمُُى المامومُُا                   Undulant fever ُُل ال رويُُيلا                                                   .  ن الرلمُُل الميُُ   لهُُذا المُُرض هُُو  رايري
Brucella   م                        وذلو  ي ام  لى  ول من اراش هل وهو         David Bruce   7881    علد    .  

  ر  ـ                    لس الُذين يرا ُروا  رثُ ـ     ن ال ُ ـ              ن ف لت مري ا مُ ـ           م   ن يرثر  يضلم  ي ـ                                  صي  هذا المرض المواشا  شرل خلص ولر   ُ  
                       وام  لء ال ي ريون.ه ُلو               ن فا الميللخ                                       ل ا وهؤلاء هد الرعلز والمنارعون والرلم و ـ م             لم من غيرهد للإص ـ    اررض

 Pappas )   يلا                            لا  الم وثا   رايريل ال روي                                     م                 ز  رق ل رتوى  هذا المرض،  رثرهل شيوعلم شر  الح ي  وم ام  عت
et al., 2005شُر   ُول  و ُران  و فُرانات                                                         (. رمُل ويُاد ا اقُلل الرُتوى  لُى اس يُلن مُن خُلال الااصُلل الم ل                         

-Al                ل ا  لُى الرضُي) )        مُن  د مصُ                       ريُق الرضُلعا ال  يريُا                    م                   . ومن الممرن  يضُلم  ن ا اقُل الرُتوى عُن      المه ل
Tawfiq, 2006 .)   ُيُا )       لل الم  ـ                 توى فيهُل ع ُر الااصُ ـ              للات ا اق ُت الرُ ـ                   وقُت اُد الارُره ع ُى ح    Young, 

                                                                             (، رمل يمرن  ن ا اقل الرتوى عن  ريق  قل ونراعا  عضلء م وثا رنراعا  قا الرمد.1995
                             ا الرُُلا،(، حيُُث يُُؤتا  لُُى حُُـتوث                                                          لا ي رُُت المُُرض  ُُللط الخُُـ ورز  لا فُُا حُُللات  ُُـلترز )ع ُُت عُُتد ا قُُ

 Bacterial.                               و الاُُُـهل  اليُُُـحليل ال راُُُـيرا   Pneumonia                                    مضُُُـلع لت قلا ُُُا مثُُُل الالاُُُـهل  الر ُُُـوا 
meningitis.  
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           ، ال رويُيلا B. abortus  ا  ـ        لا الممهضُ ـ         : ال روييُ           رضا للإ يُلن، ـ     ون ممُ ـ                                ه لو  ر را   واع من ال رويـيلا ارُ
             حيُث يُميت هُذه   B. canis                   ، ال رويُيلا الر  يُا B. suis            لا الخ نيريُا          ، ال رويُيB. melitensis        الضُأ يا 

     (.  Moreno et al., 2002              م                    ام واع اعاملتام ع ى مضي هل الم ضل )
                                     نو، مُن اميُس اونوايُا مونعُا ع ُى صُ  يين   bp 3,294,935    ع ُى    B. melitensis      مي ُود        يحاُوا

  م        ُلم. يحمُل     اقري  bp 1,177,787           ط حمد اوخر          فا حين ي    bp 2,117,144                            ح قيين ي  ط حمد الص  ا امول 
   Open reading frame  ( Moreno, 1998.)    م        اوحلم ل قراءز    م   ممللام م    3,197                 هذان الص  يلن  حو

  α-proteobacteria   تى  ـ     لعه لُُُ ـ      ل الاضُُ ـ            لعه يملثُُل  صُُُ ـ           وموت  صُُُل اضُُ ـ               ا ال رويُُُـيلا  ُُ ـ     ين ص ُُ ـ   يامُُ
ُُـ   Housekeeping genes                                 لُُى ومُُوت مورثُُلت الاُُت ير الم نلُُا      م لفام   ـُُـ   ض                            والاُُا ا يُُلهد فُُا اضُُـلعه ال

DNA الا             لخ، الارمما،   اي     ، الا  ( اقلا  المررنا و  لء متار الخ يا                                Vizcaino et al., 2000.)   
                      وعا ع ُُت ال رويُُيلا مثُُل:  ـ                  رمُُنز ل رواي ُُلت ال ُُ                               لث الاُُا تريُُت  رُُض المورثُُلت الم   ـ      ن ام حُُ ـ     تيت مُُ ـ      لو الرُُ ـ  ه ُُ

L7/L12   (Oliveira et al.,1996)،  HtrA ( Roop et al.,1994،)   (Almariri et al., 2001) 
P39،   (Vemulapalli et al., 1998) YajC   قُلترز ع ُى         اأشُي يا                                 واُد ايُاختاد  رواي لاهُل رمياضُتات          

     م قلر ُام                                                                                              احريض الايامل ا الم لعيا.  لا  ن ه لو الرتيت من المورثلت اد الارره ع يهل ضمن مي ُود ال رويُيلا م  
  dsbA, pheb, znu                                              لرُن لُد يُاد ترايُاهل مُن خُلال عنلهُل وا يُي هل مثُل:                           م) مي ود المارضيلت امخُرى و

( Delrue et al., 2001.)   
ُُُُُني     ي رُُُُُت  ُُُُُو تا يُُُُُ  و يت  ريُُُُُيتو ريُُُُُتر  DsbA      د الُُُُُـ         Periplasmic thio-disulfide     الن                          ثي

oxidoreductaseاميليا فُا عل  ُا الُـ           ، ام نيد                    Dsb   الاُا اضُد:   ُنيد الُـ                    DsbA والُـ ،       DsbB والُـ ،       
DsbC و  ُُنيد الُُـ ،             DsbD الرا  ُُا الر ريايُُا        اشُُريل   عُُن       لشُُر          و شُُرل م                              ، حيُُث يرُُون هُُذا ام ُُنيد ميُُؤول                  

            د  ُتورهل فُا      يُله           والاُا ا               يلل ا ال ُراد                                         رنز  لى اليياو لايمل المحي يا ل  راريل           م       ص را حتيثلم والم                  ل  رواي لت الم  
   ;Sevier et al., 2002   et al ., 2003         رواي لت ) ـ      ذه ال ُ ـ     لت لهُ ـ                     تيت ال  يُا ثلاثيُا ام رُ ـ          الا ُله واحُ

Kadokura) .  
ُُن هُُذا ام ُُنيد مورثُُا الُُـ                                                            ، وهُُو ع ُُلرز عُُن  ُُرواين  حُُلتا المني ُُا ياوضُُ) ضُُمن اليياو لايُُمل dsbA                            ا رم 

ُتز                                                                                                     ة   المحي يا ل  رايريل، ويما و نو، من ثمللات الييياي ين اشرل الموق) ال رلل لهذا ام نيد، والاُا ارُون م ؤرية
  . (et al.,1991  Bardwell )          د ال رلل            فا حلل ام ني

           ال رُلل  ـ                                                                                            ي يلهد هذا ام نيد فا اشريل الروا   الر ريايا من خلال م ح الرا  ا الر ريايا الماوامتز ضُمن موقرُ
 et al., 1991  Frech )          ا ام رلت ـ ي                                 الاا ارون فا  ور اشريل   ياهل ثلاث                                  لى نو، الييياي ين فا ال رواي لت 

et al 1996; Bardwell و للمقل ل ي ص ح   نيد الـ ،)                             DsbA    رُا. ولرُا ييُ          حللُا م             ره الاح يُنا        اريت تو  ة           رمة
           لء الُتاخ ا  ـ       فا ال شُ  )                          ون ذلو من خلال  رواين ماوض        ياته وير                          ت  خرى، يحال،  لى  علتز  ر   ل              فا  ريتز  رواي

ُُ      ل  راي   quinone      ا الُُـ                           (، الُُذا يُرا    ُُتوره   مني Bardwell et al., 1993ُُ )   DsbB      ى  للُُـ  تع        ريُل، ي 
 Bardwell )    يُتز        لقُا امر        رمصُتر ل          ا ا را ر                                وا ع ى نمراين رر وريي اين( والا  حا                 )مرر  عضوا ح قا ي

et al., 1993 ،)    ومُوتز فُا   ُنيد الُـ                             لقُا  لُى ثمُللات اليييُاي ين الم                 حيُث ا اقُل هُذه ال                   DsbB وم ُ   لُى ،           
     رلت.        لاثيا ام  ث           شرل   يا                                    توره يم حهل  لى ال رواين الهته لي    ذا     ، والDsbA      د الـ       ني

     وذلُو         الممرضُا                                         فا  حتاث ال وعُا ع ُت الرتيُت مُن ال رايريُل    DsbA                                     مهرت الرتيت من ام حلث تور   نيد الـ
  ا                                                ل رواي ُلت ال وعُا، وقُت ا ُين   ُ  ع ُت  حُتاث   ُرز فُ                               ا اشريل الرا  ا ث ل يا الر ريت                  عن  ريق ميلهما  ف

          نيد فقُُُتان                                          ين الماوامُُُتز ضُُُمن الموقُُُ) ال رُُُلل لهُُُذا ام ُُُ                      المرمُُُنز لثمُُُللات اليييُُُاي                      الليُُُلت ال يور يوايتيُُُا    الا
     (.  Peek et al., 1992    هل )                          اشرل ال  يا ثلاثيا ام رلت ل   تد                          ي لت لومي اهل وذلو  ي   ع      ال روا

  secreted     ران      ا اسفُُ             ذي ل لت تاخ يُُ ـ     وا ل ُُ ـ                         ذه ام ُُنيد فُُا الاصُُ  لع الحيُُ ـ                   ت الترايُُلت ميُُلهما هُُ ـ     ت  ي ُُ ـ قُُ ف
enterotoxins  ل الُـ  يُ         لُتى  راير      Vibrio cholerae  ( Peek et al., 1992)  ،  لن      ول ُذي     Bordetella 

pertussis toxin    ي   لمرض اليرلل التير     الم                     ( ا   Stenson et al., 2002.)   
  Brucella melitenis                             مول مُرز ع ُت ال رويُيلا الضُل يا   dsbA          مورثُا الُـ                  الترايُا  لُى عُنل       هُذه      اهُته

ُُا الحصُُو ُُى ال ُُرواين وتر                                  والار يُُر ال رواي ُُا ع هُُل   ي ُُ                  ل ع  ُُاد حق          ضُُمن            م                    ايُُا  ميُُاق لام رمياضُُت  ُُوعا ي
                المضيه ال  يرا.

 
 المواد والطرائق

 
 Sambrook et al., (1989)لـ لقد تم إستعمال الطرائق وفقا 
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  Strains and plasmidsالسلالام والبلازمٌدام  -1
 Strainsالسلالام  1-1

ُُـ   B. melitensis RevI                 ال رويُُيلا الضُُأ يا       يُُلالا         ا يُُاختمت  ُُوما   DNA                  مُُن  مُُل ايُُاخلاص ال          المي 
 E.coli     والُـ   Escherichia coli DH10B                   م        ،  ي مُل ا يُاختمت رُلام مُن الُـ dsbA                     الحُلوا ع ُى مورثُا الُـ 

BL21DE3   ريلالا عل ل من  مل الا ييل والار ير ال رواي ا لمورثا الـ                                                        dsbA   .ع ى الااللا              
 Plasmidsالبلازمٌدام  1-2

                                  مُن  مُل الا يُيل والار يُر ال رواي ُا    pET – 15b  ( Novagen ®)                      يُت الار يُر المي ُا الُـ                اد اياختاد  لانم
     الُذا   PT7                                          ، حيُث ياصُه هُذا ال لانميُت  لمالارُ  لمحضُض الُـ E.coli                ضمن  رايريُل الُـ   dsbA           لمورثا الـ 

  .   شو         اين المأ                                 ا الهييايتين ايلعت فا ا قيا ال رو                                            يحض ع ى ا ايلخ المورثا،  لسضلفا  لى وموت لاحق
 Genome extractionاستخلاص الجٌنوم  -2

  ، Wizard SV gel and PCR clean – Up system                   المي ُوما  ليُاختاد  DNA              اُد ايُاخلاص الُـ 
                                                                                                                                                                                                         Nano drop  ( Thermo ®)  :  1400 ng ml              لياختاد الـ          الم  قى  DNA                  حيث   ط اررين الـ         ا قيا  و
 Polymerase chain اعل السلسلً البولٌمٌرازيبوساطة التا dsbAعزل مورثة الـ  2-3

reaction 
    ُُو            أخوذ مُُن ال    المُُ dsbA         ورثُُا الُُـ                                                              اُُـد اُُـصميد مر يُُـلت  ُُـوعيا  للاعامُُلت ع ُُى الاي يُُل ال ير يوايُُتا لم

                      ر يُلت والاُا اا ليُ  مُ)                                            إضلفا مواق) اقييت فُا  ُره رُل مُن هُـذه الم    و    وذل                            المي وما ل ـ روييلا الضأ يا  
       م ا لاحقلم.              الار ير المورث         لانميت        ضخما فا           شتفا الم    ال   لل     تخ

           ى الااللا:                                    يوايتا ل مر ياين امملميا والررييا ع   ر             الاي يل ال ي
↓   NdeI 
5`ATATATCATATGCCTGTAGCGCTTAATCG 3` 
                                                       

                                                                                                                  ↓    BamHI 
5` ATATATGGATCCTCAAAGAGCGCTGTCGAT 3` 

ُُا الا     اضُُد ا    حيُُث  ُُ              ي يُُل ال ير يوا                  لمر يُُا امملمي ُُـ       يُُتا م  ُُـيت ال              ر يُُا الرريُُيا               ي مُُل اضُُد الم   ،NdeI                 نيد الاقي
  .BamHI                 نيد الاـقييت الـ                        الاي يل ال ير يوايتا م 

 Polymerase                                          ويُل ا اق يُا الا لعُل الي يُ ا ل  ُوليميران                مُن خُلال اضُخيمهل  dsbA             نل مورثا الـ     اد ع
chain reaction  ( Techne ®،)    ُُُُُُـ   حي د ال ْ            ث ايُُُْا خت     DNA  لا الضُُُأ يا             يريُُُل ال رويُُُي             المي ُُُوما ل را          

Brucella melitensis  د   رق ْ        لل ، وايْا خت      .  High fidelity DNA polymerase      مرز            نيد ال        
   0.5µl dNTPs  ،  µl7 ،1/10         تت   يُ ا  ـ  ممُ  1µl DNA                     يد المرو ُلت الالليُا:  ـ       ل الاضخُ ـ  لعُ      و  ا ـ      وى    ُ ـ ا  اح
   اُد    ، 5µl Taq polymerase 0 ،  1µl MgCl2، 2.5µl buffer10x. ، ا ـ       ا وعرييُ ـ       ا  ملمي ـ      ل مر ي ـ   ن ر ـ م

  ،  د °94   مُا        فُا التر             ثلاثُين ثل يُا      تورز )  35  ،  د °95   فُا            خمُس تقُل ق                    ضُمن الشُرو  الالليُا:   PCR           مراء الُـ 
      . ( د °72         تقل ق فا    10 و   د °72   فا              ثلاثين تقيقا                                         ثل يا فا ترما ا صهلر الم ر يلت الم لا ما،   30

 dsbA  Cloning of dsbA gene                ا ييل مورثا الـ   - 4
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 pET Ligation reactionإلى بلاسمٌد الـ  dsbAتااعل ربط مورثة الـ  4-1
 ويل ا   نيملت  pET -15b  ير المورثا الـ و لايميت الار dsbA          م              م رلم ا رلا  من مورثا الـ  اد

ثد قص الشتفاين وا قياـهمل  % 0.8           م                                      اد ارحيل رلا  م همل ع ى هلاما امغـلرون ذات الاـررين ثد الاقييت، 
                   م     (، حيث   ط اررين رلا  مـن ® QIAGen) QIAquick Gel Extraction Kit Protocol ويل ا الـ 
) NanoDropل ا مهلن الـ  وي pETو لايميت الـ  dsbAمورثا الـ 

®
Thermo  :)26.2 ng \ ml  و

18 ng \ ml  لياختاد   نيد  ال لانميتع ى الااللا، ثد اد الا اقلل  لى المرح ا الالليا وها ر   المورثا  لى 
ذات ال هليلت ال نما وذلو من   DNAحيث يرمل هذا ام نيد ع ى وصـل ق ــ) الـ ،Ligase T4الر   

ل  ير يوايـتات  `5مــ) ال ـويـ ــلت مــن ال هــليـا  `3رز الهيـتروريــيـل فـــا ال هــليا خلال ر ــ  نمـ
 ررلمل ميلعت.  ATPالماملورز و ـذلو ااـرون روا ــ  فوي وريـا ث ل يــا اميار، يحال، هذا ام نيد الـ

 Competant cells البلازمٌدتحضٌر الخلاٌا البكتٌرٌة لتكون مهٌئة لاستقبال  4-2
لارـون مهي ا لاياق لل  BL21DE3 E.coliوالـ  DH10B E.coli           م                 اد احضير رلا  من  راـيريل الـ 

 CaCl2 60 mM / Glycerol 15%، حيث اد وض) رل من هذه ال رايريل فـا محـ ول الـ ال لانميت
  لى حين اياختامهل. د°80 –                                  ال ـلرت، ثد ح  مت فا ترما الحرارز 

 Transformationي التحول البكتٌر - 4-3
 ويل ا اق يا الاحول  DH10B E.coliالحلوا ع ى المورثا  لى  رايريل الـ  ال لانميتاد  تخلل 

 . هته ا ييل المورثا Chemical Transformationال رايرا الـ 
 Extraction of the plasmidاستخلاص البلازمٌد  4-4

  ق ال ارا ل لاج الاحول يا ال لميا ع ى ات الايمل ص ال لانميت مـن  حـتى الميارمر      ا ياخ  
 .Nanodrop                                                            ال رايرا، واد قيلس اررين ال لانميت الم ياخ ص  ويل ا مهلن الـ 

 dsbA  Overexpression of dsbA geneالتعبٌر البروتٌنً لمورثة الـ  - 5
 E.coli BL21DE3ل  رايريل الـ ـى تاخـ ل dsbAى مورثا الـ ـلوا ع ـلانميت الحـلل ال ـاد  تخ

من  ml 3حيث اد فا ال تايا ايا  لت الميارمرات ال لاما ضمن  ،dsbA هته الار ير ال رواي ـا لمـورثا الـ 
        ضيه  اـوفا اليود الاللد، ° 71لمتز يت عشرز يلعا فا حلض ا ذات ترما الحرارز  LB+Ampوي  الـ 
200 µl 10 رلي ا احاوا ع ى                   من الم يا  ت  لى ml  من وي  الـLB  اررينوحاى الوصول  لى OD 

-Isopropyl b. فيمل  رت اد الاحريض ع ى الار ير ال رواي ا من خلال  ضلفا الـ (0.7 – 0.5) ع ى 600
D-thiogalactoside (IPTG 100mM ضمن حلض ا ترما حراراهل )د لمتز  ر را يلعلت.° 37 

 Protein extraction and purificationاستخلاص البروتٌن المأشوب وتنقٌته  -6
 ، حيث اد اث يل ـال رايريا الاا ع رت ع   حتى الخلاصلتاد اياخلاص ال رواين المأشو  من 

 Lysis  Buffer (50Mm Tris Hcl (pH 8) ،1Mmل الراي   مح ول الــالميا  ت ال رايرا وح
EDTA،1Mm EDTA ،50Mm NaoH،100mM,0.0871gr/5ml PMSF حيث ياد  ضلفا  ،)

 \ µl 300)الاررين ال هل ا  Lysozyme رل غـراد من ونن الراي ، ثـد  ضـيه ال ينونيدل  ml 3حمد
mlاـد خـلالهل  ضـلفـا مح ول د°4حرارز                                               ( واحـريو الم رـ ق لمتز ثلاثيـن تقيقا و  ـترماsodium 

deoxychlate    1)الاررين ال هل ا ل mg \ mlـلفـا (، ووضـ) المرـ ق فـا ترما حـرارز ال رفـا و ض
 ـلل لفا )ال لفا امول(، ثد اد  (، ثد اد الاث يل والاحا لمmM 10)الاررين ال هل ا ل  MgCl2 مح ـول 

 الراي والاث يل والاحا لم  لل لفا )ال لفا الثل ا(، ثد اد حل  Lysis Buffer مح ول  الراي  عـلتز حـل 
ر ق فـا ترما حـرارز ال ـرفا لمـتز           وحضن الم   M Urea 8 يحاوا ال ولا  Lysis Buffer  مح ول الـ

 يلعاين، ثد اد الاث يل من متيت والاحا لم  لل لفا )ال لفا الثللث(.
روملاوغرافيل ـتز الرـل ا  عمـ وي  ـد ا قياـا اال رايري الخلاصات اياخلاص ال رواين المأشو  من ـ ر

ى ـع  ارشيحاد ـذا اـرواي لت والـ ى ال ـعن ال لفا الثللث الحلوا ـم ml 2اد احميل ل هييايتين، حيث  امل ا
 × binding buffer (8ل الرموت  ويل ا مح ول الـ ـثد اد غي، ml / min 1.0تل اتفق ـا  مرـالال  وتـعم

Phosphate buffer ،imidazole 20 mM ،H2O من  مل ( يحاوا اررين م خ ض من الايميتانول
تاد ـ لياخ  ـرا ـ     الم   ل ال رواين المأشو د فصـن ثد اـوم الاخ ص من ال رواي لت غير المرا  ا  للرموت

، Phosphate buffer × 8)يحاوا اررين عللا من الايميتانول  Elution bufferالـ  ولـح ـم
imidazole 500 mM ،H2O.) 

 
 والمناقشة النتائج

 dsbAتضخٌم مورثة الـ  3-1
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اد اح يل ثد  PCRالضأ يا  ويل ا الـ المي وما ل  روييلا  DNAمن الـ  dsbAنلت مورثا الـ    ع  
 PCRمن  لاـج الـ  µl 5من خلال ارحيل  نل المورثاعـهته الاأرت من   وليميران  الي ي ا لل ـ لاج الا لع

 1.5%ذات الاـررين ethidium   bromide ليـتيـاـيـتيود  ـرومهل اس                      هلاما امغلرون الم ضله ل ىع 
الاا اد  DNAـ  ن شتفا ال  لياختاد امشرا فوق ال   يمياالهلاما  لر مها ين من خلال ث (. حي7. )الشرل

 Open readingاي يل المملل م اوح القراءز الـ  ل ق ل ول    م   bp 654الحصول ع يهل امهر   ول 
frame (ORFالممثل ل ) المأخوذ من ال  و المي وما ل  روييلا الضأ يا و مورثا(Genebank 

AE008917). 

 
                      لناااتج تضااخٌم مورثااة الااـ   UV                             باسااتخدام ااشااعة فااوق البناسااجٌة    %   1.5                  ورة لهلامااة ااراااروز    . صاا 1      الشااكل 

dsbA  ٌ(، عصابة الـ  2        )المسار            شاهد سلبً    (، 1        )المسار       ارٌة               واسمة عصابة مع             dsbA  654 
bp   (. 3        )المسار     

                    
 dsbAتنسٌل مورثة الـ  3-2

، ثد اد pET -15bميت الـ نى  لاـ ل  ويل ا   نيملت الاقييت  رت مرلم اهل dsbAمورثا الـ  ر ـ د ـا 
نل             فيمل  رت ع   ،ل هته الا يي E.coli DH10B لى  رايريل الـ  pET -15b/dsbA ال لاج ميتن تخلل ال لا
من  dsbAمن  حتى الميارمرات ال رايريا ال لاما واد الاأرت من احاواء ال لانميت ع ى مورثا الـ  ال لانميت
وارحيل ال لاج ع ى هلاما امغلرون  NdeIوالـ  BamHI ويل ا   نيما الاقييت الـ  اق ي) ال لانميتخلال 

( صورز لهلاما امغلرون ل لاج اق ي) 2                   ، حيث ي وضح الشرل )ـلايميتو وموت ال  1.5%ذات الاررين 
عصل اين، امثل الرصل ا  ، حيث امهر لانميت م  ق رشلهت ايمل اال لايميت  ويل ا   نيملت الاقييت، و وموت 

 ل ق ل ول    م   bp 5700ت   ول نميصل ا ال لا                 ، فا حين امهر ع  dsbAمورثا الـ  bp 654ذات ال ول 
  .ال لانميت امص ا
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   ة            أطااوال معٌارٌاا    مة                                               لناااتج تقطٌااب البلازمٌااد بوساااطة أنزٌمااام التقٌٌااد واساا  1.5 %             هلامااة ااراااروز   .  2     الشااكل

                                    (، بلازمٌد مغلاق كشااهد إٌجاابً )المساار  2                      ارٌة العالٌة )المسار                     (، واسمة ااطوال المعٌ 1        )المسار 
   (. 4                                            البلازمٌدي الم عامل بأنزٌمام التقٌٌد )المسار   DNA        (، والـ  3

 
 dsbAالتعبٌر البروتٌنً لمورثة الـ  3-3

 رز ـت ييــاح E.coli BL21DE3ل الـ ـل  رايريـتاخ dsbAورثا الـ ـا لمـرواي ـير ال ـد الار ـا
 E.coli BL21DE3ضمن  رايريل الـ  pET -15b / dsbAث اد  تخلل ال لانميت ـحي، PT7ض ـحض     الم  

صورز لهلاما الـ  (7             ي وضح الشرل ). Chemical Transformation ويل ا اق يا الاحول الريميل ا 
SDS – PAGE ا  نرق الروملياـ ـتاد ص ـ%  لياخ 72ين ـررـذات الا Coomassie brilliant 
blue R – 250 ، يـن اح يل الـفقت SDS-PAGE   ـلاصا الـ المحولا  E.coli BL12 DE3            لخ 

 IPTG ن ال رواين اد   الم   رت  ر ) يلعـلت من الاحريض  لياختاد الـ  pET-15b / dsbA لل لانميت 
 28)           م ي  ط اقري ل   DsbA.  ن حمد م اج الار ير ال رواي ا الـ  د° 37وفا ترما الحرارز mM 0.1و اـررين 

kDa).  
 

 
                                     لنااااتج الااارحلان الكهرباااائً علاااى هلاماااة عدٌاااد    SDS – PAGE  12%      ة الاااـ  ـ        ورة لهلامااا ـ صااا  .  3      الشاااكل 

        الحاملاة   E.coli BL21 (DE32)    مان        لخلاصاام    اسً  ـ  وم ـ ك  ال         وٌن أزرق  ـ   بتل   ة  وع ـ   متب          ااكرٌلامٌد 
  (  5  ،  4  ،  3   ، 2       المسااار  )  IPTG                         ، قباال التحاارٌا بواسااطة الااـ pET-15b / dsbA          للبلاساامٌد  

                       ة عصاابة معٌارٌاة لااوزان     واسام      تظهار   ، (   9،8  ،  5  ،  6       المساار             مان التحارٌا )           ربب سااعام أ     وبعد 
            الٌسار.         على أقصى           الجزٌئٌة

 استخلاص البروتٌن المأشوب وتنقٌته 3-4
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ارحي   ع ى متز الرروملاوغرافيل امل ا ل هييايتين وا قيا   ويل ا  ع دـص ال رواين المأشو ، ثد اـ ـ     ا ياخ
 للمقلر ا م) وايما الرصل ا KDa 28  حيث اد احتيت الونن المني ا ل  رواين ، لاميتهلاما عتيت امرري

 ر الخ وا ل  رايريلن ال رواين المأشو  ماوض) فا المتاا ين  أ .(.4المريلريا للأونان المني يا )الشرل 
 .(7، الميلر  4)الشرل 

 

 
                               اول واسامة عصاابة معٌارٌاة لااوزان                ، ٌمثال المساار ا SDS – PAGE  12%   لاـ                . صـورة لهلامـة4      الشكل 

         )سااتوبلاما                                 ، والمساار الثالاال الطااافً الثااانً          )ستوبلاسااما(                              ، والمسااار الثااانً الطااافً ااول        الجزٌئٌاة
                                                                             المسااار الرابااب البااروتٌن المتوضااب فااً الجاادار الخلااوي للبكتٌرٌااا، بٌنمااا ٌمثاال المسااار  و  ،        محٌطٌااة(

                  كروماتوررافٌا.                 المنقى بوساطة ال  DsbA  28 kDa                  الخامس بروتٌن الـ 
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ABSTRACT 
 

The thio disulfide oxidoreductase gene was amplified from Brucella 
melitensis genomic DNA by polymerase chain reaction (PCR) technique 
using specific primers and inserted into expression vector pET-15b, then the 
pET-15b / dsbA Sonstruction was transformed into E. coli BL21(DE3). This 
gene was highly overexpressed by IPTG induction. SDS-PAGE analysis 
showed that the expressed protein is about 28 kDa. Finally, recombinant 
protein was purified with a metal-chelating affinity column. 
Keywords:  dsbA, PCR amplification, gene cloning, expression, purification, 

Brucella melitensis  
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