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  الملخص

ــة   ــذه الدراس ــي ه ــتخلص ف ــومتي  اس ــن جرث ــل م ــسطحية لك ــة ال ــات الطبق   بروتين

Legionella pneumophila السالبة الكرام وListeria monocytogenes   الموجبة الكرام حيث فـصلت

 وكانت النتيجة ظهور خمـس حـزم        SDSهذه البروتينات باستخدام تقنية الهجرة الكهربائية وبوجود مادة         

  . لكل من الجرثومتينيةبروتين

بعـد   L.monocytogenesر التجميد على بروتينات الطبقـة الـسطحية لجرثومـة           كما درس تأثي  

 م ولمدة ثلاثة اشهر وكانت النتيجة ظهور ست حـزم           20-تعريضها لدرجة حرارة منخفضة وصلت الى       

بروتينية للجرثومة المعرضة للتجميد، فضلا عن وجود اختلافات في الاوزان الجزيئية التقريبيـة للعزلـة               

  .تجميد عن غير المعرضة لهالمعرضة لل

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT 

The presence of surface layer was detected in each of Legionella pneumphila (gram 
negative) and Listeria monocytogenes (gram positive) by extraction of S-layer proteins 
then separated by using sodium dodecyle sulphate poly acrylamide gel electrophorasis 
(SDS-PAGE). Five proteins bands appeared for both types of bacteria. 

The freezing effect on the S-layer protein of L. monocytogenes was studied by 
exposure to low temperature at -20C° for three months. Six protein bands were detected,, 
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as well as their differences in approximate molecular weights for the freezing isolate in 
comparison with non-frozen isolate. 

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة

واة وضرورية في معظـم مراحـل       تعد الجدر الخلوية اعضاء تركيبية مهمة في الكائنات بدائية الن         

ان اكثر هذه التراكيب شيوعا في الجراثيم الحقيقية والقديمة ). Beveridge and Graham, 1991(حياتها 

 احادية الجزيئة ومن وحدات ثانوية بروتينية تحوي اعداد crystalline arraysتكون بشكل صفوف بلورية 

 Surface layers للماء يطلق عليها الطبقـات الـسطحية  كبيرة من الاحماض الامينية الحامضية والكارهة

  ).S-layers) Sleytr and Messner, 1983; Sleytr et al., 1996او

 توجد في الجراثيم السالبة والموجبة لـصبغة كـرام والجـراثيم            S-layerوبما ان الطبقة السطحية     

لخلية فيها، ففـي الجـراثيم القديمـة        القديمة فانها تكون مرتبطة بالاختلافات الموجودة في تركيب جدار ا         

والموجبة لصبغة كرام ترتبط الوحدات الثانوية للطبقة السطحية بطبقة الببتيدوكلايكان او بطبقة الميـورين              

، اما في الجراثيم السالبة لصبغة كرام فالارتبـاط يتـضمن مكونـات الغـشاء               Pseudomureinالكاذب  

  .LPS( (Konig, 1988; Engelhardt and Peters, 1998) مثلا طبقة متعدد السكريد الدهني(الخارجي 

ولقد اقترحت عدة وظائف للطبقات السطحية منه انها تعمل كغرابيل جزيئية واغطية وقائية ومصائد              

فـضلا  . ايونية وجزيئية ومحددات لشكل الخلية وتلعب دورا كبيرا في الالتصاق الخلوي والتميز السطحي            

ن الجراثيم الحاملة للطبقة السطحية يمكن ان تستخدم الاختلافـات فـي هـذه              عن ان هناك ادلة متزايدة با     

 stressالطبقة عن طريق التعبير عن جينات بروتين الطبقة السطحية البديلة لغرض التكيف لعوامل الضغط

المختلفة مثل الاستجابة المناعية للمضيف تجاه الممرضات والتغيرات القاسية في الظروف البيئية لغيـر               

 DNAفان ميكانيكية تغير الطبقة السطحية يعتمد علـى اعـادة ترتيـب             , لممرضات وفي معظم الحالات   ا

)Dworkin and Blaser, 1996; Sara and Sleyt, 2000; Scholz et al., 2001.(  

 L.pneumophila في دراسة بعض مكونات الجدار الخلوي لجرثومة       SDS-PAGEاستخدمت تقنية   

 )1995( وجماعتـه  Zahringerواشار الباحـث  ) Luneberg et al., 1998(مصلي المهمة في تصنيفها ال

للتراكيب المهمة في تكيف هذه الجرثومة للظـروف         SDS-PAGE الى اهمية التحليل الكيميائي باستخدام    

  .البيئية المختلفة

 ـ             صبغة ولاجل تسليط الضوء على طبقة البروتين السطحية لنوعين من الجراثيم الموجبة والسالبة ل

 مهما في امراضية الجراثيم بشكل عام اذ تلعب دورا مهما في الالتصاق، ولعدم وجود               كرام بوصفها جزءاً  

 L.monocytogenesو  Legionella pneumphila دراسة مسبقة حول فصل هذه الطبقة من جرثـومتي 

ينات الطبقة الـسطحية    وتحديد اوزان بروتيناتها الجزيئية، فضلا عن التحري على تاثير التجميد على بروت           
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 ولمدة ثلاثـة اشـهر      o م 20-بدرجة  كنموذج لدراسة تأثير التجميد    L.monocytogenesاختيرت جرثومة   

  .لانها عزلت من الاغذية المجمدة، ومقارنة النتائج لنفس العزلة من الجرثومة غير معرضة للتجميد

  

  المواد وطرق العمل

   :العزلات الجرثومية: ًأولا

   مـن قـسم علـوم   L.monocytogenesو L.pneumophila  كل من جرثـومتي تم الحصول على

واجريت عليها الاختبارات التشخيـصية المزرعيـة والمجهريـة          جامعة الموصل،  / كلية العلوم  / الحياة

  .والكيموحيوية الخاصة بكل منها للتاكد من نقاوتها

  :استخلاص بروتين الطبقة السطحية: ثانياً

   غيـر المجمـدة ولعزلتـي       L.pneumophilaبقة الـسطحية لجرثومـة      تم استخلاص بروتين الط   

  المجمدة وغير المجمدة اعتمـادا علـى الطريقـة الموصـوفة مـن قبـل                L.monocytogenesجرثومة  

Ray و Johnson) 1986.(  

غير المجمدة فقد تم تعليقها بالماء المقطـر         L.monocytogenes و L.pneumophilaفبالنسبة لعزلة   

 دقيقـة، تـم اهمـال       15 دورة لمـدة     g×12000شرة بجهاز الطرد المركزي المبرد بسرعة       ثم نبذت مبا  

مـن محلـول     % 0.05 مـن    3 سم 1الراسب، واعيد ترسيب الراشح بنفس السرعة والمدة ثم اضيف له           

Sodium Dodecyl Sulphate) SDS.(  0.05 من محلول 3 سم5اما الراسب فقد تم تعليقه في % SDS 

 دقائق واعيد ترسيبه بجهاز الطرد المركزي المبرد بنفس الـسرعة           10 م لمدة    37ة  وحضن بدرجة حرار  

  .والمدة

 ثم رسبت ايـضا بجهـاز       o م 30وبالنسبة للخلايا المجمدة فقد اذيبت في حمام مائي بدرجة حرارة           

  . دقيقة واكملت نفس الخطوات السابقة15 لمدة g ×12000الطرد المركزي المبردبسرعة 

انابيب صـغيرة ذات      من جميع المعاملات المذكورة في اعلاه تم توزيع الرواشح في          وبعد الانتهاء 

) Protein Solubilizing Solution) PSS من المحلول3 سم0.5 واضيف اليها 3 سم1غطاء محكم بواقع 

 3 سم glycerol ، 1 من   3 سم β-mercaptoethanol ، 4  مايكروليتر من  300: المذيب للبروتين المتكون من   

  . 8.0وضبطت الدالة الحامضية على ). Tris)0.2M( ،EDTA) 0.02M من 3 سمSDS 20 %،1من 

  :فصل وتشخيص بروتين الطبقة السطحية بتقنية الهجرة الكهربائية: ًثالثا

  اســتخدمت هــذه الرواشــح فــي تــشخيص الطبقــة البروتينيــة بتقنيــة الهجــرة الكهربائيــة

)Ray and Johnson, 1986.(  

للبـروتين،    على اساس الوزن الجزيئي   SDS بتقنية الهجرة الكهربائية بوجود      تعتمد خطوات الفصل  

 SDSوبما ان البروتينات تمتلك شحنات موجبة وشحنات سالبة تتجه نحو القطب المعـاكس لهـا فمـادة                  
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فـصل  . المستخدمة تعمل على غمر الشحنة الطبيعية للبروتين لذلك فان كل البروتين سيحمل نفس الشحنة             

  ).SDS-PAGE( بطريقة) Laemmli) 1970طبقة السطحية اعتمادا على طريقة الباحث بروتين ال

  Transferrine وPepsine وTrypsine وLysozymeاســتخدمت البروتينــات القياســية   : ًرابعــا

ــة γ-Globulineو ــى150000 و 80000 و 45000 و 20000 و 14000 ذات الاوزان الجزيئي   عل

  .جزيئية التقريبية للبروتينات المفصولةالتوالي لغرض تقدير الاوزان ال

  

  النتائج والمناقشة

 ظهور خمس حزم وبـاوزان      L.pneumophilaاظهرت نتائج فصل البروتينات السطحية لجرثومة       

  .جزيئية مختلفة مقارنة مع حزم البروتينات القياسية معلومة الوزن الجزيئي

يوضح . مادا عليها تم ايجاد لوغارتم اوزانها     حسبت المسافة النسبية للحزم البروتينية المفصولة واعت      

العلاقة بين لوغارتم الوزن الجزيئي للبروتينات القياسية والمـسافة النـسبية التـي قطعتهـا               ) 1(الجدول  

يبين منحنى تقدير الاوزان الجزيئية     ) 1(، والشكل   SDS-PAGEباستخدام تقنية الهجرة الكهربائية بوساطة      

  .هولةللبروتينات القياسية والمج

  العلاقة بين الوزن الجزيئي والمسافة المقطوعة للبروتينات القياسية: 1 الجدول

  البروتين  رقم الحزمة
الوزن الجزيئي 

  )دالتون(للبروتين 

لوغارتم الوزن 

  الجزيئي

المسافة النسبية 

  )سم(

1  Lysozyme  14000  4.14  1.1  

2  Trypsine  20000  4.30  2.0  

3  Pepsine  45000  4.6  3.9  

4  Transferrine  80000  4.9  4.6  

5  γ-Globuline  150000  5.17  6.3  

  

  وحددت الاوزان الجزيئية التقريبيـة للبروتينـات الـسطحية للجرثومـة والتـي تراوحـت بـين                

  ).1(والصورة ) 2( دالتون كما في الجدول 16405-107151

مـع   L.penumophilaوقد تقاربت بعض الاوزان الجزيئية التي تم الحـصول عليهـا لجرثومـة              

الاوزان الجزيئية القياسية المستخدمة في هذه الدراسة كما في الوزن الجزيئي للحزمة الاولى الـذي بلـغ                 

  . وهو مقارب للوزن الجزيئي لبروتين اللايسوزايمدالتون 16405

وبمقارنة الاوزان الجزيئية التي تم الحصول عليها في هذه الدراسة مع اوزان جزيئية قياسية اخرى               

فكان للحزمة الاولى وزن جزيئي يقـارب البـروتين         ) Iglewski) 1984 و   Hindahlستخدمها الباحثان   ا
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soybean trypsin inhibitor دالتون، والوزن الجزيئي للحزمة الثانية مقارب 21000 ذو الوزن الجزيئي 

لـوزن الجزيئـي    دالتون في حين قارب ا36000 البالغ lactate dehydrogenaseللوزن الجزيئي لانزيم 

  . دالتون50000 البالغ Glutamate dehydrogenaseللحزمة الثالثة من الوزن الجزيئي لانزيم 

العلاقة بـين المـسافة النـسبية المقطوعـة للحـزم البروتينيـة الـسطحية لجرثومـة                 : 2 الجدول

L.pneumophilaواوزانها الجزيئية   

  )دالتون(ة الاوزان الجزيئي  )سم(المسافة النسبية  رقم الحزمة

1  1.5  16405  

2  2.4  25409  

3  3.4  40738  

4  4.0  52480  

5  5.5  107151  

 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  وقد أظهرت الدراسات المعتمدة على التحاليل الكيميائيـة للبروتينـات الـسطحية فـي الجـراثيم               

-40000 اوح بين السالبة لصبغة كرام عموما انها تتكون من بروتين او كلايكوبروتين باوزان جزيئية تتر            

  ) .Sara and Sleytr, 2000( دالتون 200000

 فقد تم فصل خمس حزم بروتينية ايضا تراوحت اوزانها          L.monocytogenesاما بالنسبة لجرثومة    

 دالتون في حين بلغت عدد الحزم المفصولة لنفس العزلة بعـد            169824 و   20892الجزيئية التقريبية بين    

  :1صورة ال

S :  حزم البروتينات القياسية  

A : ة لجرثومة حزم البروتينات السطحيL.pneumophila 

S  A 

  
1  

  

  
2  
  
   

3  
  

4  
  

5  

  
  

Lysozyme 
Trypsine  

  

Pepsine  

Transferrine 

 
γ-Globuline  
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 دالتـون كمـا     112201 و   17179وحت اوزانها الجزيئية التقريبية بين      تعريضها للتجميد ست حزم ترا    

  ) .2(والصورة ) 3(موضح في الجدول 

 العلاقـة بـين المـسافة النـسبية المقطوعـة للحـزم البروتينيـة الـسطحية لجرثومـة                   :3الجدول

L.monocytogenes وغير المجمدة واوزانها الجزيئية المجمدة   

L. monocytogenesة غير المجمد  L. monocytogenesالمجمدة   

رقم 

  الحزمة

المسافة النسبية 

  )سم(

الاوزان الجزيئية 

  )دالتون(
  رقم الحزمة

المسافة 

  )سم(النسبية 

الاوزان 

الجزيئية 

  )دالتون(
1  2.0  20892  1  1.6  17179  
2  3.0  33111  2  2.4  25409  
3  3.7  45708  3  3.4  40738  
4  5.7  117489  4  4.1  55590  
5  6.5  169824  5  5.0  85113  
      6  5.6  112201  

  

  

  

  

  

  

  )2(الصورة 

S  : الحزم البروتينية القياسية  

A  :  حزم البروتينات السطحية لجرثومة  

      L.monocytogenes غير المجمدة  

B  :  حزم البروتينات السطحية لجرثومة  

     L.monocytogenes المعرضة للتجميد    
 
  
 

  

  

   S     A     B 

  

1  
  

2  

  

3  

4  
  

  

5  
  

6 

   

1  

  

2  
  

3  

  

  

4  
  

5  

  
Lysozyme 
Trypsine  

  

  

  
Pepsine  

Transferrine 
  

  

  
γ-Globuline  



   واخرونأميرة محمود الراوي
 

93

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   منحنى الاوزان الجزيئية للبروتينات القياسية والمجهولة :1 الشكل

  ان سبب زيادة عدد الحزم قد يعزى الى تعـرض الجرثومـة لـدرجات حـرارة منخفـضة ممـا               

يحفزها على انتاج بروتين يمكنها من الاستمرار في النمو في هذه الظروف حيث اشـارت العديـد مـن                   

  ت الحرارة المنخفضة والتي تتعلق ببنـاء مجموعـة مـن البروتينـات            الدراسات الى آلية التكيفات لدرجا    

  التي لا تمتلكها الجراثيم عند درجات الحـرارة المتوسـطة اطلـق عليهـا بروتينـات التـأقلم للبـرودة                   

Cold acclimation proteins) Caps (       تبني بـشكل ثابـت خـلال اسـتمرار النمـو عنـد درجـات  

 نوعيـة لظـروف   Proteasesالحرارة المنخفضة وان بعضها يمكن ان يسلك كأنزيمات تحليل البـروتين    

  البرودة تساعد في التخلص من البروتينات الممسوخة التي يكـون تراكمهـا مؤذيـا للخليـة الجرثوميـة                 

ــرودة       ــة للب ــة المتكيف ــاء المجهري ــزة للاحي ــة ممي ــفة عام ــات ص ــذه البروتين ــد ه   وتع

)Berger et al., 1996 ; Hebraud et al., 1994.(  

اطلـق عليهـا     وفي دراسات اخرى اشير الى حدوث تغير عالي لمجموعة معينة من البروتينـات            

خلايا الجراثيم المحبة لـدرجات   عند تعريض) Cold-Shock Proteins) Cspsبروتينات صدمة البرودة 

  ).Hebraud and Potier, 1999(  الى درجات حرارة منخفضةMesophilesالحرارة المتوسطة 

ياسيةالبروتينات الق  
L. pneumophila 
L.monocytogenes  غير المجمدة  

L.monocytogenes   المجمدة 
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 مـع L.monytogenes  وبمقارنة النتائج التي تم الحصول عليها للبروتينات الـسطحية لجرثومـة   

 دالتون للعزلة غير المجمدة     33111دراسات اخرى، يبدو ان الحزمة الثانية ذات الوزن الجزيئي التقريبي           

 للعزلة المجمدة قد تمثل احـد البروتينـات         دالتون 25409والحزمة الثانية ذات الوزن الجزيئي التقريبي       

 الـى ان جرثومـة    ) 1997(  وجماعتـه  Domannالسطحية لهذه الجرثومـة حيـث اشـار البـاحثون           

L.monytogenes  تمتلك بروتين سطحي اطلق عليه البروتين الـسطحي Internalin C   بـوزن جزيئـي 

مة نوعين من البروتينات الـسطحية      امتلاك الجرثو ) 1991( وجماعته   Gaillard دالتون فيما اكد     30000

 دالتون على التوالي اللذان يلعبـان  71000 دالتون و 80000 ذات الاوزان الجزيئية Int B و Int Aهما 

دورا رئيسا في عملية التصاق الجرثومة على الخلايا غير البلعمية مثل الخلايا الطلائيـة وتـساعد فـي                  

 وهذا Int D ، Int E ، Int F ، Int G ، Int Hق عليها فضلا عن بروتينات سطحية اخرى اطل بلعمتها،

  ).2001( وجماعته Vazquez-Bolandما اكده 

امتلاكها لبروتين سطحي اخـر هـو       ) 1997( وجماعته   Alvarez-Domingeuzكما اشار الباحث    

وفـي دراسـة    . دالتـون 90000وزنه الجزيئي  )Act A) Action polymerization proteinبروتين 

 حـامض امينـي   610 يتكون مـن  Act Aوجدا ان البروتين ) Berche) 1996 و Rouquetteان للباحث

ويكون ضروري لحركة الجرثومة من خلية الى اخرى في جسم المضيف اذ يحث بلمرة جزيئات الاكتين                

لمجمدة وبالمقارنة مع نتائج هذه الدراسة يبدو ان الحزمة الخامسة للعينة ا          . وتكوين خيوط الاكتين المتبلورة   

  . Int Aقد تمثل البروتين  85113ذات الوزن الجزيئي التقريبي 

 تنـتج بـروتين     L.monocytogenesان عزلات جرثومة    ) 1992( وجماعته   Bubertذكر الباحث   

 دالتون يحتمل ان يكون له دور فـي غـزو الجرثومـة         60000 ووزنه الجزيئي    P60خارج خلوي يسمى    

ستنا فقد تمثل الحزمة الرابعة من العينة المجمـدة ذات الـوزن الجزيئـي       للخلايا الطلائية، ومن نتائج درا    

 يوجد على   P60ان بروتين   ) Doyle) 2001 واشار الباحث    P60 البروتين الخارج خلوي     55590التقريبي  

سطح الخلية ويمكن ان يفزر الى البيئة المحيطة وان له دورا في مرحلة انقسام الخلايا كما يعتقد انه يلعب                   

  .ا في بلعمة الجرثومة من قبل بعض انواع الخلايادور

 اما الحزمتين الرابعة من العينة غير المجمدة والسادسة من المجمدة البالغـة اوزانهمـا الجزيئيـة                

 على التوالي فقد تمثل بروتين سطحي اخر يساعد في التـصاق الجرثومـة علـى                112201 و 117489

الى امتلاك الجرثومة لبروتين سطحي اخر هـو        ) 1999(اعته   وجم Pandiripallyالخلايا اذ اشار الباحث     

P104 للامعاء  دالتون له دور مهم في التصاق الجرثومة على الخلايا المبطنة104000 وزنه الجزيئي.  

التي توصلنا اليها يمكن الاستنتاج بان الطبقة السطحية للجرثومتين قيد الدراسـة             وعموما من النتائج  

) 97723-12445(و) 123026-19498(تينية باوزان جزيئية تراوحت بـين       تتكون من خمس حزم برو    

على التوالي وان تعرض الجراثيم لـدرجات حـرارة    L.monocytogenes و L.penumophilaلجرثومة  

منخفضة قد يحفز إنتاج بروتينات اضافية تمكنها من المقاومة والاستمرار في النمو عن طريق التعبير عن                
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طبقة السطحية لغرض التكيف لعوامل الضغط المختلفة منها التغيـرات القاسـية فـي              جينات بروتينات ال  

 L.penumophila كمـا هـو الحـال فـي جرثومـة            ةالظروف البيئية كالحفظ بدرجات حرارية منخفض     
لذا فان استخدام طرق التحليـل       ).خمس حزم ( مقارنة بالعزلة غير المجمدة   ) ست حزم (المعرضة للتجميد   

 في دراسة الطبقة السطحية يعد ذو أهمية كبيرة للتعرف على مكوناتها            SDS-PAGEها تقنية   الكيميائي ومن 

  .الضرورية التي تعكس اهميتها لاسيما وان لها وظائف عديدة
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