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 الملخص
 

لزمُسمتدص  مم    DNAوعسمتدال  لزم   PCRلزم و لسمة  م رثم  لزلكمب ور تٌمعل  مضمععة عمل    تم   
   NdeIم لقم  لزتيٌٌما زكلٌممً  همه  لزم رثم  ٌي ٌمع  . صُمم  ل   مم  لزمراسمع  ز ٌ لزور سمٌ  لزضم كجٌك   

BamHI   ٌ927شماف  وةم    مضمععة فمً لسمتدام  تصمب لزمراسمع  يٌم   .عصى لزت لزً ’3  ’5فً لزكهعٌت 
pb . ُمممه    ومممكةلأ لزكلٌممممع   خادممم لزميةممم   pET-15(b)ٌر  مٌممما لزت وممملضمممم  و  م  لزشممماف   خاُدصممم  ض 
لزلكمب  ومر تٌ ٌر ع   زصت و Escherichia coli BL21 (DE3)ضم  وكترٌع لز   فٌمع و ا لزمؤشب لمٌالزو 

خ  لزت وٌر ع  ههل لزور تٌعل يرّض لزمم      IPTG مدتصة  م  وترلكٌل ي لز سععتٌ  م  ا و  توٌ  .ور تٌعل
 لزدص ي لزوكتٌري.
 .ور تٌكً تكسٌ   ت وٌر عل   PCR  لزور سٌ  لزض كٌ   لزلكب ور تٌعل الكلمات المفتاحية:

 

 المقـدمـة
 

 ع   لزيٌممم ل رلض لزمُ اٌممم   لزتمممً تصٌممم ب ل كسممم مممم  خهممم  لزمممم Brucellosis    الء لزور سٌممم
(Corbel, 1997a)Error! Reference source not found.  ٌُع  وعسمم  لزيٌ لكمم  ممرع عكمما 

ثر ة لزيٌ لكٌمم     ٌمؤثر همهل لزمالء عصمى لزمMalta feverل كسمع  ومعزيمى لزمعزةٌم   كا  عم اي  زمُ مل جهمعض ل
ك  دسمعار لقتصمعاٌ  فعايم  تتمثم   وشم ثٌر   لزتً تُ ا م  مصعار لزماد  لزراٌسمٌ  زم  م  لزما    ٌ همر همهل لزتم

صة  لز مم   زيممعح  ليتوممعلأ  تكممضممعف ل  زممى وع زصيصٌممب  لز يمم   ل جهممعض  لزيٌمم ل  لزمُصممعبوعكدمم ةعض لكتممع  
 تت مع   دة رتمل زسمه ز  لكتيعزمل زنكسمع   تم ثٌر    (Ko and Splitter, 2003) لزمشمٌم   لزتهمعب لزضمر 

عصى صيتل  س متل دص صعل فً لزوصمال  لزتمً ت تمما عصمى لزمجتمرل  كمصمعار خسعسمٌ ء زصامهلء  وع ضمعف   زمى 
 ,Corbelلض لزكثٌمر مم  لزممرلض لزتمً تصمٌب ل كسمع   ص  و  تشدٌصل كتٌج ل زتالد  خعرلضمل مم  خعمر

1997b.) 
رل   عاٌممم  جممسممعزو  زلز  Coccobacilliتكتمممً لزور سممٌ   زممى مجم عمم  لزوكترٌممع لز صمم ٌ  لزكر ٌمم  

-02ح ه لاٌمم  لدتٌعرٌ مم    تك م مم   و ارج مم ع  يمم رلرة تمم ترل   وممٌ    غٌممر مشممكص  زغومم ل ل   لزكوسمم  (لزمية  
 لزور سمٌ  تصمكع (.Pappas et al., 2005  0.2-6.6تتر ل  و ٌ  pH لزيم  ض  لزمثصى    ارج    02ْ

لز ممٌ  تصب لزميممارة عصممى    خكمم ل  هممهل لزصممع تممم . م  ممα-Proteobacteriaتيمم  صممع لزوكتٌرٌممع لز زٌمم  
 لزور سمٌ خكم ل   تصمكٌع ا ٌ تمم. (Ugalde, 1999; Sieira et al. 2000)   د ٌع ييٌيٌمع  لزكم   ضم

هكعزمب خرو م  خكم ل  يٌم       لزمةضم  (ز عام للزمضمٌع  لدت ع لزيارة لحمرلضمٌ   عصمى وشك ء خسعسً عصى 
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ٌ تومر   ممرض  زنكسع : لزور سٌ  لزمجهض   لزور سمٌ  لزضم كٌ   لزور سمٌ  لزدكلٌرٌم   لزور سمٌ  لزكصوٌم . 
 تياٌا ك   لزور سٌ  مؤشرلل عصى ةرٌي  لز ا  .

يٌمم  تتضممععع   لز عامم ( لزمضممٌعد ٌممع ادمم    لسممتٌةع  ميممارتهع عصممى  ٌ  فممًتكممم  ف عمم  لزور سمم
ت سمٌ  كةمعف ف عتهمع. زم   هزمب مم  خجم   لز عام ( لزةوٌ ٌ   لزك عٌ  زصمضٌع  و  لزمكععٌ عجمامرةل لحست الدصهع

لزجهمعل لزمكمععً زمل     ح خ  لكتشعع لزم رثع  لزمسعهم  فً لكهٌعرجٌالل  زٌ  لز رلثٌ  زهه  لز عهرةلآل ٌت  و ا فه 
  زى  مكعكٌ  تصمٌ  زيعيع  ف عز . خهمٌٌ  خسعسٌٌ  فً فه  ف ع  لزوكترٌع  آزٌ   يالثهع زصمرض  ضعف ل 

م لع  عصمى صمواٌٌ  يصيٌمٌ  ٌوم صج يم ج  لز    kb 3,294كي   تضم  جٌ ك   لزور سٌ  لزض  كٌ  ٌ
2,117 kb  1,177ف م ً يمٌ  ٌوصمج يم ج  للآدمر kb عل مةت يمم مجمعحل  3,197 لل  زكيم صمهٌ  ٌرمم   لزعل تيرٌوم 

 (.ORF (Open Reading Frames)  Halling et al., 2005 رلءةزصي
   عشمم لاٌ زصور سممٌ  فممً والٌمم  هممهل لزيممر   هزممب و يممال  ةةممرل لزارلسممع  لز رلثٌمم  لزتيصٌاٌمم ومماخ  

spontaneous mutants ل   لحسمتي ب  ضعفم  لزثوم ع   ركل  هه  لزارلسع  والٌ ل عصى لزكمة لز معهري 
     ارلسم ا كيم س ع  فٌم مع و مله  ه ه  لزار لتج .(Halling et al., 1991) لزس ح  لزةعفرةتصب  زى ف ع  

  ة ةٌرهم عع خ  ت  زما  لزور سٌم    مم ع عم   ةرٌم ف علزهم  رثع  لزمرمملة زصور تٌكمع  لزمسمؤ ز  عم  لزم ة علزم
 manB (Kohler et al., 2002) (Roop et al.,2001) htrA   (Almariri et al., 2001)ثم : م

p39  (Rosinha et al., 2002) exsA   ح خ  هكعزمب لز اٌما مم  لزم رثمع  تم  تياٌماهع ضمم  جٌكم  .
 ,dsbAلزور سٌ  ميعرك ل م  لزمت ضٌع   لزدر   زك  ز   تت  ارلستهع م  د   علزهمع  لزت وٌمر عكهمع  مثم  

pheB, vsrb لز  ضعف ل  زى م رث   zinc protease (Delrue et al., 2004). 
 سمعم  زصمضمٌعلز  لمم  ا ر لز تص ب خكلٌمع  لزور تٌعل دص صعل لزمكتج  م  قو  لزوكتٌرٌمع لزممرضم 

ترممل همه  لزم رثم   عه  فً لزة عم   ل مرلضمٌ .كمع خكهع تس (Miyoshi and Shinoda, 2000)  لز عا (
   لزهي ٌضم  م  م  لزكلٌممع  لزيع ٌم  عصمى Metalloproteaseع لز  لزمكتمً  زى صلزلكب ور تٌعل  خكلٌ 

لزلكب فً لزم ق  لزة مع   ضمعف ل  زمى خ  و مض لزكلٌممع  تيمم  فمً م ق همع لزة مع  خٌ كمع  م اكٌم  خدمر  مثم  
 لزمكاكٌل خ  لزك وعز  خ  لزكيعلأ  يٌ  ٌي   ههل لزكلٌ  وتةكٌب لزرلوة  لزووتٌاٌ  فً لزور تٌكع .

مثم  لزمهٌةع   لكب ور تٌعلزارلسع  لمت ب و ض لزهٌةعكع  لزمةرلة م  قو  لزوكترٌع فععصٌ  لز خ هر  ل
    هٌةممع  Clostridium botulinum (Lalli et al.,2003)لزممهي تةممرل  لزمم   neurotoxinلز صمموً 
 ,.Bacillus anthrax  (Shoop et alلزمُةممرل ممم  قومم  لزمم  Anthrax Lethal Toxinلزجمممرة  
يٌ  توٌ  خ  زهه  لزكلٌمع  ت ثٌرل  مرضٌ  متك ع   مث  تكدر خ  كلع لزكسمج  لزمتضمررة  هزمب  .(2005

 ضمعف ل  زمى يما    كتٌج ل زهض  لز كعصر لزوكعاٌ  زصدصٌ   تشكٌ  لز همع   ي   لز اٌا م  لزور تٌكمع  لزو لمٌم  
 ل كتعكع  لزام ٌ .

ٌُمكم   لزكملٌ  وشمك ء عكهمع زصيصم   عصمى  لزت وٌمر عمل   همه  لزم رثم   تهاع لزارلسم   زمى كيمً يٌم  
لسممتدالمل كمستضمماء كمم عً فممً ارلسممع ء مسممتيوصٌ ء تتكممع   لحسممتجعو  لزمكععٌمم  زصور سممٌ   عممال عمم   مكعكٌمم  

 لستدالمل فً تة ٌر زيعيع ء ف عز .

 
 MATERIALS AND METHODSق: رالمواد والط

 
 Bacterial strains, plasmid and growth :النمةو ظةرو ميةد والسلالات البكتيريةة والبلاز. 1

conditions 
لزم ل زم  مم  يصٌمب مصم   عصمى  سمة  كتيمعاً B. melitensis Rev I لستكوت  لزور سٌ  لزض كٌ  

(HIMEDIA) Brucella selective Agar ختُو  هزب وتكمٌتهع عصى  سمة  (Acumedia) Brucella 
Broth   فممً لزتكسٌمم    لزت وٌممرمٌمما لزمسممتدال . لزو ° 70 عصممى ارجمم  pET-15b  (Novagen, 

Madison, WI)  تمم  تهم ٌا  سم ح  لزم .E. coli  ًلزمستدم ام  فمً لزتكسمٌ   لزت وٌمر  هم ً عصمى لزتم لز
DH10β (Gibco BRL)  BL21 (DE3) (Novagen)  مٌما لزمؤشمب  مم   ثمّ  كمٌم  لحسمتيوع  لزو

ممم   µg/ml  022عصممى لزيممع ي Luria-Bertani broth (LB) (Bio Basic INC)عصممى  سممة 
    .° 70ارج  عصى  ampicillin (Applichem)لزموٌسٌصٌ  

 Molecular biology techniquesتقانات الـبيولوجيا الجزيئية:  -2
 Genome extractionستخلاص الجينوم: إ -2-1
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 لسمتدص  يٌم  .Sambrook et al. (1989)تيعكع  لزوٌ ز جٌع لزجلٌاٌ  لزمتو   عم معل تمم   فيمعل زم  
 Wizard Genomic DNA Purification Kitوعستدم ال   B. melitensisجٌك    لزور سمٌ  لزضم كٌ  

(Promega) .   كيممع ة لزمم       قٌسمم         DNA    لزمسممتدص  وجهممعل لزمم                  Nanodrop   (Thermo)    وةمم   م جمم          
600 nm .   

 Isolation of the geneورثة الزنك بروتياز: معزل  -2-2
       سمم    را       ٌ   م    ستمم    را       ال  م   دمم   ت    عس   و  PCR        لزمم      عكمم   ي       ةمم   ت      لس      عل و               لز لكمم ب و ر تمم ٌ          رثمم   م       زمم ل   ُ عُ 

         راسم     م   ’F 5’ (NdeI) 5’- ATATATCATATGCGCTGGCAAGGCCGT- 3    ٌ م       خم عم
ُ     . صُممم  ’R 3’ (BamHI) 5’-ATATATGGATCCCTAAACATCGCCGCTG- 3     عكسمٌ    

                                                     م  لزوكب لزجٌك مً زصور سٌ   لزض كٌ   هز ب و ما  ضم عف                      ل                           هه  لزمراسع  لعتمعالل عصى تسصس  لزم رث  لزم د ه 
 HotStar HiFidelity Polymerase Kitتسصسمم  خكلٌمممع  لزتيٌٌمما لزمسممتدام   زٌهممع. لسممت م  كٌمم  

(Qiagen)  فممً تةععمم  لزمممPCR   عمصٌممم   هزمممب ز تجمم كب يممم ا   خي دمم ة  فمممً تسمم صس  لزمممم  رث  خثمم كعء
. دضم  همهل (25pmol/µl) وتركٌمل Primer لزم   (ng/µl 300)ل وتركٌ  DNAلز فية  لزتض دٌ   خضٌُع

    تو   خ                  ُ   زمماة دمسم  اقمعاف ُ °    59         عصمى ارجم    Initial denaturationلزتةعع  زصشر ة لزتعزٌ : لزتمسم  لز زمً 
  Denaturation                               ممرة. تتم زع همه  لزما رة  لزتمسمٌ      79  -                         مؤزة  م  ث   ا رل  خسعسٌ -                هزب و تكرلر ا رة

                         زممممماة اقٌيمممم   لحسممممتةعز   °    67     ارجمممم      عصممممى   Annealing                    زممممماة اقٌيمممم   لحزتيممممع       °    59     ارجمممم      عصممممى 
Extension  زممماة عشممر  °    00     ارجمم                                     يمم ( ٌكتهممً لزتةععمم  ومما رة خدمم ٌرة عصممى             زممماة اقٌ °    00       ً ارجمم    عصمم             

      NdeI                              و ممما م عمصتهممممع وممم كلٌمً لزتيٌٌممما     pET-15b        و لمٌممما        ّ                          اقمممعاف. تمممّ  تكسٌممم   مكمممتن لزتةععممم  ضمممم  
(Fermentas) BamHI  روةهمع و كلٌ  لزصٌاعل                        T4 DNA ligase  (Fermentas) .   

 Cloning of the geneتنسيـل المورثة:   -2-3
        لزمهٌمم ة    E. coli                     ضممم  سمم زتٌ  ممم  وكترٌمم ع  pET-15b-zinc protease        لزكمم عتن           لزو لمٌمما ُ    خاُدمم  

            تم   هزمب DH10β    BL21(DE3)        ل                                                       كٌمٌعاٌعل  يالهمع دعصم  وعزتكسمٌ   لزدمر  ومعزت وٌر  همً عصمى لزتم لزً 
  .Transformation                     عمصٌ  لزتي   لز رلثً        م  د   

 Extraction of the plasmid: من الخلايا البلازميدستخلاص إ -2-4
تو ممعل زت صٌمممع   Plasmid Midi kit (Qiagen)ممم  لزسمم ح  لزوكتٌرٌمم  وعسممتدال   لزو لمٌمما  ل  عُمم

 nm  280 nm 260   م جمم  رٌممف قٌممعلأ لحمتصعصممٌ  وةممعمم  ةلزمُكيممى  لزو لمٌمماكمٌمم  لزمكممتن. قٌسمم  
 .Nanodrop  (Thermo)وعستدال  جهعل لز 

 Expression of the recombinant protein  التعبير عن البروتين المؤشب: -2-5
                وهماع لزت وٌمر عم    E. coli BL21 (DE3)    ضم    pET-15b-zinc protease        و لمٌا          و ا لادع  
           زٌصم  كعمصم    LB-Amp     سمة    فمً   ml 3               ملرعم  لوتالاٌم          عتج  فمً                 لزمسمت مرل  لزكم      ُ     ب  كُمٌم                 لزور تٌ  لزمرغ

                    زصت وٌممر عمم  لزوممر تٌ    ml 20                 كيصمم   زممى ملرعمم    µl 200       ُ                    ثمم   خدُممه ممم  هممه  لزملرعمم   °    70     ارجمم       عصممى
        ة لزملر           زمى  سم  Isopropyl b-D-thiogalactoside  (IPTG)  (Promega)     ُ       . خضُمٌع لزم        لزمرغم ب

   ممم    ml 1 ُ   خدُمه                          ل زممماة دمملأ سمععع  تيرٌوممعل   rpm 200                   مم  لزممر  وسمرع  °    70     رجم    ا    عصممى             و ماة ترلكٌمل 
          لقوم  م ما    مر             هزمب مم  خجم    Optic Density  (O.D600)                      زيٌمعلأ لزكثعفم  لزضم اٌ               و ما كم  سمعع          لزملرعم 

       لزلم .     د              لز عاص (                    كم  لزد ٌع لزمضٌة 
ممم     SDS-PAGE           ا لزكرٌ مٌممما                                   عصمممى ه مممم  سمممصةع  ا اٌسمممٌ  لزصممم اٌ   عاٌممم             كمممعتن لزت وٌمممر   ُ    رُي 
    %      9       وتركٌمل   Stacking Gel           م  تكماٌلأ             وعسمتدال  هم  Sambrook et al. (1989)            لزميضمرة  فمف 
                                            زصت كا م  كجع  لزت وٌر ع  لزور تٌ  لزمرغ ب.   %    00       وتركٌل   Resolving Gel         ه م  فص  
 

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

 PCR لسة  تيعكمم  لزمم   ومم ب ومم ر تٌعل  رث  لزلكمم ممم  لز عُممو مما لسممتد   جٌكمم   لزور سممٌ  لزضمم كٌ  
تومممٌ  تو مممعل حدتومممعر لزمممري    يٌممم ُ  . (GenBank NO.AE008917.1)ٌ  سع  ك عممم دال  مراممم وعستممم

ل سصسمص  تُرمم  (0 لزشمك   bp 927 ٌوصمج DNA  لزم   شافمةم   % خ   0.9لزكهروعاً عصى ه م  للآغمعر ل 
زصومر تٌ  لزكمعتن لعتممعالل  ك رٌمعل  ثمعزم  يممض خمٌكمً   ضمعف ل  زمى خ  لزيجم  لزمت قم  723مؤزة  مم  مت اا ووتٌا 
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    تمم   .kDa (protein calculator program V3.3) 33ٌوصمج تيرٌومعل  ى تسصسم  لزيمم ض لزمٌكٌم عصم
وصمج   PCR clean up system kit (Promega)                                             تكيٌم  م رثم  لزلكمب ور تٌمعل مم  لزه مم  وعسمتدال  

 .ng/µl 96.4    كي    Nanodrop  (Thermo)                  لأ و لسة  جهعل لز  لزمُكيى لزمُيع DNAكٌل لز  تر
و مما م عمصتهمممع و كلٌمممع  لزيةمم   pET-15b لزت وٌممر و لمٌمماضممم  فٌمممع و مما كيممعة خادصمم  لزم رثمم  لزمُ 

وهماع لزتكسمٌ   مم  ثم  لزت وٌمر  E. coliرٌمع لزم  لزمكعسو . ختُو  هزب و مصٌ  لزتيم   لزوكتٌمري ضمم  سم ح  وكت
 ع  لزور تٌ  لزمرغ ب.

 
حيةةـت تةةـمح ترحيلهةةاعلـ هـلامةةـة  bp 927( عصةةابة مورثةةة الةةـزنك بروتيةةاز بعةةد تضةةخيمها بطةةول 1الشةةكل  

وق إظـهةةةةـارها باسـتخةةةةـدام ا شـعةةةةـة  ةةةةو الحاويةةةةة علةةةةـ الايثيةةةةديوم برومايةةةةد %1.5الآغةةةةـاروز 
 . مورثة الزنك بروتياز2اهد سلبي، ـ. ش1واسمة عصابة معيارية، U.V.  Mالبنـفسـجية 

 
 التعبير عن البروتين المؤشب: -2

       فمً  سمة   pET-15b-zinc protease        و لمٌما            لزيع ٌم  عصمى   E. coli BL21 (DE3)  كُمٌم 
LB   وترلكٌمل مدتصةم  مم  لزم      يم   لز                    زم ي  و ما سمععتٌ  مم    .   °    70      يمرلرة       وارج                      IPTG     0.1            تتمرل   وٌم-

1.0 mM     لزضمم اٌ      تهممع    كثعف        لكدةممعض                                لكدةممعض م مما  كممم  لزد ٌممع لزمضممٌة (O.D600)   ل       ل لكدةعضممعل مصي  ممعل       
                        لزشمعها لزسمصوً زوكترٌمع   pET-xyl        ل                                                           ميعرك ل م  لزشعها ل ٌجعوً زم رث  مرمملة زومر تٌ  م صم   لزم ل  لزجلٌامً

                لزد ٌمع لزمضمٌة              ر تٌمعل ومم         لزلكمب و       ومر تٌ          مسمعهم                 ٌا  عصمى  مكعكٌم      ممع    .pET    فية         و لمٌا          يع ٌ  عصى 
ٌُ هر خٌ  فر فء مصي    ومٌ   SDS-PAGE      ل                                      ضعف ل  زى خ  لزري   لزكهروعاً عصى ه م  لز     (. 0        لزشك      ُ             ء            ز  

                                                مم  لزممكم  خ  تما  همه  لزكتٌجم  عصمى خ  م رثم  لزلكمب                                                     لزور تٌكع  لزمةرلة م  لزوكترٌع قو  لزتيرٌض  و ما . 
                              ة تةكٌمب لزد ٌمع لزمضمٌة   م تهمع                                      ٌمع ٌسموب ت لجما  وترلكٌمل مرتة م  فمً لز سم                    ل     ل     ور تٌعل ترمل ور تٌكمعل سمعمعل زصد 

   (. 7        لزشك  
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بعد سةاعتين   pET-15b-zpالـ  بلازميد( تناقص مستوى الكثا ة الضوئية للبكتريا الحاوية علـ 2الشكـل  

 من االتحريض.
  (A الةـ  بلازميدالكثا ة الضوئية للبكتريا الحاوية علـ  مقارنةpET-15b-zinc protease لشةاهدين الايجةابي مة  ا

  OD600.   (B 5.5إلةـ الوسةط عنةدما بلاةت الكثا ةة الضةوئية   IPTGضةي  الةـأ  م، حيةت ° 37بالدرجةة والسةلبي 
                                                                                              الكثا ةةة الضةوئية للبكتريةةا بعةد تحةةريض التعبيةر عةةن مورثةة الزنةةك بروتيةاز بتضةةا ة تراكيةز مختلفةةة مةن الةةـ       تنةاقص 
IPTG.  

 

 
( 6، 4، 2( وبعةةةدم  مسةةةار5، 3، 1 مسةةةار  للبروتينةةةات قبةةةل التحةةةريضن الكهربةةةائي الةةةرحلا (3الشكةةةـل  

 E. coliعلةةـ التةةوالي ضةةمن بكتريةةا  pET-zpةً إلةةـ ـللشةةاهدين السةةلبي والايجةةابي إضا ةة
BL21 (DE3)  يمثةل المسةار ا ول عبر هلامة عديد ا كريلاميد المصبوغة بأزرق الكومةازي 

 .(Protein markerالبروتينات الجزيئي  م البروتينات المحددة الطول  ي سل
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لزمضممٌة   زصد ٌممع موممرمن يمما   ممم   دصمم ي همم  سمموب يمما   هممه  لز ممعهرةممم  لزممكمم  خ  ٌكمم   
Programmed cell death   ٌُماعى وعزم خثكمعء عمصٌم  لزت وٌمر   هم  عومعرة عم  عمصٌم   Apoptosisخ  ممع 

  ٌ م ا سموب همهل لزمم    زمى مسمعهم  و مض خكم ل  (Jacobson et al., 1997)ع لكتيعر فٌلٌ ز جٌ  زصد ٌ
خكلٌممممع  لزور تٌمممعل فمممً همممه  لز مصٌممم .  لزتمممً مممم  لزممكممم  خ  تُية مممل و ممماخهع  ممممع عممم  ةرٌمممف ور تٌمممعل دمممعرجً 

 intracellularٌماد  ضمم  لزد ٌمع  خ  و لسمة  ور تٌمعل الدم  دصم ي  exogenous proteaseلزمكشم 
protease ةلل . ٌسوب تة ٌ  لزور تٌعل تةكٌب م    لزور تٌكع  لزدص ٌم   لزمهي ٌُةرل و لسة  لز اٌا م  لزمي

 ,.Lee et al) رف زم جً مفمً لزشمك  لز ضعف ل  زى يما   تاٌمرل  زصدصٌ  ٌكتن عكل لزم   لزكٌمٌعاً لزيٌ ي 
2000). 

يما   فمرةء فمً لزت وٌمر عم   زمى خثكمعء عمصٌم  لزت وٌمر  لزكمم  لزدصم يتثومٌة م  لزميتم  خٌضعل خ  ٌ  ا 
تمم  هكاسمتهع مم  multicopy plasmids عخ  لحكتسمل  مت مااة و لمٌماب عكما لسمتدال  ور تٌ  لزمرغم  لزم

         لزوكترٌمع   وارلس  لزملرع  خثكمعء لزت وٌمر   جما ل خ  سمص ب قع  لزمدورٌ خج  لكتع  كمٌع  كوٌرة م  لزور تٌ . 
               مم  ثم   لكتجم  (Tubulekas and Hughes, 1993)                 ل                          لزميرض  كع  غرٌوعل  يٌ  كمم  فمً لزوالٌم  وموةء 

            زٌت قمع فٌممع   (Dong et al., 1995; Vind et al., 1993)                                        كمٌع  جٌاة مم  ور تٌكمع  لزصمام  لزيرلرٌم 
  .(Dong et al., 1995)               ل و ا كم هع تمعمعل 
             ل ممع ٌكم   ص وم عل  ل عل       غعزوم                      لزت وٌمر عكهمع  تكيٌتهمع            تومٌ  خ                                      خكلٌمع  لزور تٌعل لزمكتمٌ  زههل لزصع   ُ    اُرس 

                               . كمع خ هر  لزا ر لزهي تي   ومل (Siddiqui et al., 2007)      ل                                      ك رلل زسمٌتهع  لكدة عض لكي زٌتهع ف ً لزاشعء
           لز عام (    ٌع              ل                            زممرضم  دص صمعل فمً خهٌم  لزوكٌم  لزدص ٌم  زصمضم                                             تصب لزكلٌمع  زا  لز اٌا م  لزك ل  لزوكتٌرٌ  ل

(Fricke et al., 1995).  
           ء                                                ٌشممول  زمى يماء كوٌممر لزمم   لزمومرمن زصد ٌممع   ح خ  للآزٌم  لزكعمكمم                               ل  مم   لزد ٌمع فممً همه  لزارلسم   

            جلٌاٌمم  لزتممً                      لكتشممعع لزمتةصوممع  لز                 ُ                                                رلء يمما   هزممب زمم  تُ ضممن و مما     فهمم  ا ر لزور تٌممعل فممً قتمم  لزوكترٌممع 
                  سمكتكع   فمً ارلسمع                          خدمر  زصمم   لزدصم ي  زمهزب        آزٌمع      يم        جاٌاة                         ء لزممك  خ  ٌماكع و فكعرء        هزب م       تيرض 

                             لزمهي ممع للزم  لزارلسمع  ي زمل   Metalloprotease       صع لزم   ز                  لزكلٌمع  لزمكتمٌ                         مستيوصٌ  لزوي  ع  ا ر
                                     ضمم  ك مع  ت وٌمر آدمر مم  لزممكم  خ  ٌشمم                                                    فمً لزمم   لزدصم ي زصوكترٌمع  ضمعف   زمى ميع زم  لزت وٌمر        ميا اة 

  .             ييٌيٌع  لزك  
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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. 
 

               م بتحكيم البحت  قا
 جامعة المنصورة –كلية الزراعة  اسماعيل حوقة ـ تح/  أ. د
 كفر الشيخجامعة  –كلية الزراعة  /  سميرعبد المعطـ القاضـأ. د
 


