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من خمل النمط    FimHالاستخلاص والتنقبة الجزئية لبروتين الالتصاق 

 المعزولة من اخماج الجهاز البولي    E. coliالاول لبكتريا 

 
 *اليس كريكور*                                                               مروج عبد الستار

 
 

 2212/ 7/ 1تاريخ قبول النشر  

 

 الخلاصة
 Brintonمعزولة من دراسة سابقة حسب طريقة   E.coli تخلص خمل النمط الاول من عزلة لبكتريا الـاس

غم بكتريا ، اتبعت طريقة الاذابة واعادة  12ملغرام خمل /  2.2المحورة والتي امكن من خلالها الحصول على  

وائب المرافقة لبروتينات الخمل لغرض البلورة ، واستعمال سلسلة من المحاليل التي ساعدت على عملية اذابة الش

غم بكتيريا  . استخلص بروتين 12ملغم/ 2.1التنقية وكان ناتج عمليات التنقية الجزئية هذه الحصول على 

وتنقيته جزئيا باستعمال كروموتوغرافيا الترشيح الهلامي .فوجد ان تركيز بروتين الالتصاق  FimHالالتصاق  

مايكرومايكوغرام / مل . ومن خلال تقنية  52.5حين بلغ تركيز بروتين الخمل  مايكروغرام / مل ،في 252كان 

، تم تحديد الوزن الجزيئي لبروتين  SDSالترحيل الكهربائي باستعمال عديد الاكريل امايد بوجود المادة الماسخة 

ى البروتينات دالتن على التوالي عند المقارنة بمنحن 13522،  22722الالتصاق وبروتين الخمل حيث بلغ 

 القياسية .
 

 E. coliبوتين اللتصاق ، خمل النمط ، المفتاحيه:  الكلمات

 

 : المقدمة
للبكتريا المرضيية احيد   Adhesionsتعد اللواصق 

عوامل الفوعة  ففي العديد من الاخماج التي تصييب 

الجهاز التنفسي ، البولي ، الهضمي تشكل اللواصيق 

ترييا وتمركزهيا ومين الخطوة الاولى فيي تموقيا البك

[ . ففيييي 1ثيييم تكاثرهيييا وبالتيييالي احيييدا  الاصيييابة  

بعض الاحيان هناك لاصيق واحيد يرهير ويكيون ليه 

الدور المهم في عملية حدو  المرض ، وفي احييان 

اخرى فان العدييد مين الممرضيات البكتيرييه  ترهير 

قابليتهييا علييى انتيياج العديييد ميين اللواصييق المختلفيية ، 

ميين عملييية الاصييابة ، وهييذا   وعلييى مراحييل مختلفيية

يعييد مهمييا فييي بيييان فوعيية البكتريييا . ان الغييا  قابلييية 

البكتريييا المرضييية علييى التمييا  وميين ثييم التموضييا 

على النسيج الخاص لاحتوائه على المستقبل الخاص 

باللاصييق البكتيييرد يعييد كافيييا لجعييل البكتريييا غييير 

التي   E.coli[. فالدراسات حول بكتريا  2ضارية  

يب المسييالا البولييية والمحتوييية علييى اللاصييق تصيي

FimH   الحسا  للمانوز فيي خميل الينمط الاول ليه

الدور في امراضية هذه البكتريا في المسيالا البوليية 

 لعزليية الييـ   FimH[  .ممييا يبييين ان مشييتقات 7 

E.coli    التيي تصييب المسيالا البوليية مين الانييوا

ا  تعمييل علييى اختييزال البقيي H7:K1:O1المصييلية 

والقابليية والقابلييية عليى توليييد الالتهيام فييي المسييالا 

البولييية فييي الفئييران . خمييل اليينمط الاول عبييارة عيين 

 3ميييايكروميتر وبقطييير  1تراكييييب شيييعرية بطيييول 

مييايكروميتر تبييرز ميين السييطح الخييارجي للبكتريييا ، 

وتتميييز بقييدرتها علييى الالتصيياق بالمسييتقبلات نييو  

ن المسيييتقبلات الحساسييية للميييانوز ، فهيييذا الييينمط مييي

موجييود فييي انييوا  عديييدة ميين الخلايييا حقيقييية النييواة 

[. فهذا النمط من العضييات اللاصيقة موجيود فيي 4 

العديييد ميين الاحيييا  المجهرييية السييالبة لملييون غييرام 

[  . ومين خيلال تجيارم 5والتابعة للعائلية المعويية  

الهندسيية الوراثييية التييي اجريييت علييى هييذه البكتريييا 

ه العضييات ومين خيلال افقياد هيذه والحاوية على هيذ

الصفة لدى هذه البكتريا وجد ان البكتريا ان البكتريا 

الفاقدة لهذه العضيات غير قيادرة عليى احيدا  خميج 

السييييبيل البييييولي . واهمييييية هييييذا الجييييز  الحيييييود 

)اللاصق( ودوره في احدا  الاصابة ارتأينا اجيرا  

 عملية استخلاص وتنقية جزئية له .

   E.coliاسيييتعملت بكترييييا عملة : المووووال المسوووت

معزولييية مييين دراسييية سيييابقة  مييين احيييد المرضيييى 

المصييييابين بالتهييييام المسييييالا البولييييية وشخصييييت 

[. اختبييرت درجيية 5اعتمييادا علييى مصيين  بركييي  

حساسيتها لثلا  مضادات حياتيية شيائعة الاسيتعمال 

في  علاج التهابات المسيالا البوليية  هيي امبسيلين ، 

اختبيرت العزلية  . سبروفلوكساسيينالجنتامايسين ، ال

لفحص التلازن للكش  عن وجود خمل النمط الاول 

مييين محليييول كرييييات اليييدم الحميييرا   %2باسيييتعمال 

لخنيييازير غينييييا والمغسيييولة عيييدة ميييرات بوسييياطة   

لغيييييرض منيييييا الارتباطيييييات   BSA-PBSدارد  

   RBCاللانوعيييية التيييي ممكييين ان تحصيييل بيييين  

 تبار والبكتريا ،  وان فترة  الاخ

ثانييية ،  52 – 72) حصييول الييتلازن ( تتييراو  بييين 

وحييدوثها يييدل علييى وجييود خمييل اليينمط الاول لهييذه 

 . [ 7 البكتريا 

 كلية العلوم/قسم التقنيات الاحيائية                             *
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:    FimHالاسوتخلاص والتنقيوة الجزئيوة للاصو  

حضيييير وسييييط واطييييي  الكلوكييييوز ميييين ) سييييترات 

غييييم ، فوسييييفات 2غييييم ، ديكسييييتروز  1الصييييوديوم 

، فوسيييفات  غيييم 3البوتاسييييوم احيييادد الهييييدروجين 

غيييم ، كبريتيييات  7البوتاسييييوم ثنائيييية الهييييدروجين 

 0.1غيم ، كبريتيات المغنيسييوم المائييية  1الامونييوم 

لتر ميا ضيبط قييم  1غم ، ما  مقطر  22غم ، اغار 

pH      3.2  المسييييييتلزمات  –ودرجيييييية الحييييييرارة

والرروف السابقة الذكر جميعا لهيا اليدور فيي انتياج 

وبالتييييالي انتيييياج خمييييل اليييينمط الاول المتخصييييص 

 . [ 8 اللاصق المطلوم 

:اتبعيت  استخلاص وتنقيوة خمول الونمط الاول يزئيوا

والمحيييورة مييين قبيييل ميييارك [ 9   طريقييية برنتيييون

لغييرض اسييتخلاص وتنقييية خمييل  [ 10 وجماعتييه 

موضيو  الدراسية   E.coliالنمط الاول مين بكترييا 

( وعياريية pH 7.4)  Tris HClباسيتعمال دارد  

. ومييواد الترسيييب والتنقييية الجزئييية ملييي مييولر  12

)كلوريد المغنيسييوم اللاميائي ،وكبريتيات الامونييوم 

و دارد   pH 7.2، ودارد  التنقيييييية الجزئيييييية ذو 

Tris   ذوpH 0,1   ميولار والمحضير مينTris 

base  2651  / ميل ، و  52غيمEDTA 2635  غيم

 . Triton x-100مل . ومادة  52/ 

ين الخمووول وبوووروتين مووووال ومياليووول تنقيوووة بوووروت

استعمل دارد  تنقبية بيروتين الخميل ذو الالتصاق : 

pH 8     مييولار ويتكييون ميين )  2621وعيارييية

SDS  4 2غيييم ، وB-Mercaptoethanol   (

مييل ،  122غييم( Tris base  (162  / )مييل ( ،1

ومحلييول حييامض الفورميييا   SDS  4%ومحلييول

 . n-butanolو  42%

حضيير ح الهلامووي : موووال كروموتواراايووا التر ووي

عمييود الهييلام علييى وفييق طريقيية تييايموك وجماعتييه 

وتم قيا  الامتصاصيية للاجيزا  النافيذة عليى [ 11 

نييييانوميتر ، واسييييتعمل هييييلام   522طييييول مييييوجي 

Sephadex -100 

حضييييرت باسييييتعمال موووووال المنينووووي القياسووووي :  

،  BSA (122  ،222 ،722تراكييييز مختلفييية مييين 

م / مييييل وقيسييييت ( مييييايكروغرا 522، 522، 422

 التراكيز باستعمال طريقة برادفورد ليكون كمرجا .

مووووال ومياليووول الترحيووول الكهربوووائي اوووي الهووولا   

SDS-PAGE  :)   اسيييتعملت طريقييية الترحييييل

وحضيرت [ 12 الكهربائي على وفق طريقة لامليي 

، حضرت ميادة اكرييل [ 13 المحاليل الخزينة وفق 

 . % 72بس اكريل امايد بتركيز  -امايد

   BSAاستعملت بروتينات   البروتينات القياسية :

دالتييون ،  Ovalbumin 47222دالتيون ،  53222

αs-Casein 25222  ، دالتيييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييونβ-

Lactoglobulin   

ميل  2.2دالتون ، اذيبت هذه البروتينيات بيـ  12422

 من الدارد  الخزين للانموذج .

 

 الموال وطرائ  العمل :
منمييياة عليييى وسيييط اختييييرت مسيييتعمرات البكترييييا ال

الكلوكوز الواطي  ذات الحدود الدائرية الكاملية بعيد 

م ، 42ساعة وبدرجة حرارة   12فترة حضانة لمدة 

وللتاكد من ان البكتريا المنتخبية منتجية لخميل الينمط 

الاول ، اجرد اختبار التلازن اليدمود باسيتعمال دم 

 1مل دم ومزجيت بيـ ) 2.5خنازير غينيا ، اذ سحب 

مليييي ميييولار  22عياريييية  EDTAادة ميييل ( مييين مييي

بيدارد   RBC)كمضاد للتخثير ( بعيدها غسيلت اليـ 

لميييرتين   ميييا  pH  3.2الفوسيييفات الملحيييي ذد 

الترسيييب فييي كييل مييرة باسييتعمال  المنبييذ وبسييرعة 

دقيقييية ، ثيييم غسيييل  15دورة / دقيقييية ولميييدة  2222

الراسييب بييدارد  الفوسييفات الملحييي الممييزوج مييا 

، ثيييم  %1بتركييييز  BSAالبيييومين المصيييل البقيييرد 

علقييت الخلايييا بالييدارد  الاخييير مييا ضييبط تركيييز 

، ومن ثم اجرد اختبار التلازن   %2الخلايا لتكون 

الدمود للبكتريا على شريحة زجاجية نريفة ، بمزج 

ميييييا البكترييييييا  RBC %2حجيييييم متسييييياود مييييين 

المحضرة . بعد التاكيد مين ان البكترييا منتجية لخميل 

سيييتعمرات بالمواصيييفات الييينمط الاول اختييييرت الم

بعيد  Zالمطلوبة ونقلت الى اطباق حاوية على وسط 

استبدال مادة التربتون بمادة ما  التربتون ، ونشيرت 

علييى الاطبيياق بطريقيية التخطيييط ووضييعت الاطبيياق 

 – 12م  ولمدة  73في الحاضنة على درجة حرارة  

سيياعة ، ثييم تحصييد البكتريييا باسييتعمال  دارد   24

، ورسيييبت باسيييتعمال  pH 3.2 الفوسيييفات الملحيييي

دورة / دقيقيية ولمييدة  5222المنبييذ المبييرد وبسييرعة 

دقيقيية ، اعيييد الغسييل لمييرتين وباسييتعمال نفييس  15

الدارد  ثم علق الراسب البكتيرد باستعمال دارد  

 pH  3.2حييييامض الهيييييدروكلوريا  –التيييير  

 ملي مولار . 12وعيارية 

اسب غم من الر 52علق تيضير خمل النمط الاول: 

 Tris HClالبكتيرد الذد تيم جمعيه سيابقا بيدارد  

، ووضييا فييي الخييلاط وعلييى السييرعة  pH 3.4ذو 

دقائق ، وبعدها نبذ باستعمال المنبيذ  5القصوى لمدة 

دورة / دقيقيية ولمييدة  12222المبييرد وعلييى سييرعة 

م ،ومن ثم جما الراشح 4دقيقة وبدرجة حرارة   72

د ميييين كافيييية الخطييييوات ويضيييياف ميييين ثييييم كلورييييي

المغنسيوم اللامائي بصورة تدريجية الى الراشح ما 

 2.1الخلط المستمر ليصبح التركيز العيارد النهائي 

مييييولارد وبرييييروف تبريييييد مناسييييبة لمنييييا المسييييخ 

 دقيقية ، ومين ثيم تيرك الراشيح 15البروتيني ولميدة 

سيياعة  12م ولمييدة  4بالثلاجيية وعنييد درجيية حييرارة 

تلفة ، وذات لغرض تكوين بلورات ابرية باحجام مخ

لون ابيض غير شفاف ، نبذ الراشيح باسيتعمال منبيذ 

دورة / دقيقييية ولميييدة  15222مبيييرد وعليييى سيييرعة 

سييياعة  ، ومييين ثيييم جميييا الراسيييب البليييورد وعليييق 

 pH  3.4باسيتعمال دارد  التير  هايدروكلوراييد 

ووضا في انابيب معقمة ذات سداد معدني . ومن ثم 

رد  واعييييد اذيبيييت البليييورات باسيييتعمال نفيييس اليييدا
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تريبلهيييا بعمليييية اعيييادة البليييورة  باسيييتعمال كلورييييد 

المغنيسيييوم ولييثلا  او اربييا مييرات لحييين الحصييول 

. حضييينت [10   % 35عليييى خميييل بدرجييية نقييياوة 

سيياعة  12م لمييدة  4بلييورات الخمييل بدرجيية حييرارة 

ليصييل التركيييز  Triton X-100بعييدها اضييي   

مييا ، مييزج النيياتج لمييدة سيياعة  % 2.2النهييائي لييه 

م ، ثيم اضيي  مليح  4المحافرة على درجية حيرارة 

 %45كبريتات الامونيوم بنسيبة تشيبا نهائيية قيدرها 

ميييا اسيييتمرار الميييزج لميييدة سييياعة ولييينفس درجييية 

الحرارة السابقة لحين الحصول على بلورات بيضا  

 شفافة .

فحييص خمييل اليينمط الاول المنقيياة جزئيييا باسييتعمال 

صييطبغة بالصييبغة المجهيير الالكترونييي النافييذ ، والم

 .    Negative stainالسالبة 

ملغيم  42اخيذت  : FimHتنقية بوروتين الالتصواق 

ميل (  5من البلورات )الخطيوة السيابقة ( وعليق بيـ )

ميين دارد  التنقييية الجزئييية ، ووضييا الخليييط علييى 

المحييرك الييدوار وباسييتعمال المحييرك المغناطيسييي 

لمدة ساعة وبدرجية حرارةالغرفية لغيرض اليتخلص 

ميين الشيييوائب المرافقييية للخمييل ، ثيييم رسيييب الخميييل 

دورة / دقيقية  15222باستعمال المنبذ وعلى سرعة 

  دقيقة ، ثم اخذ الراسب واهميل الراشيح ، 72ولمدة 

ميل  12وبكميية   SDS %4مزج الراسيب بمحليول 

م وبقييى  52ووضييا فييي حمييام مييائي وعلييى درجيية 

دقييائق لاذابيية البروتينييات  5علييى هييذه الحاليية لمييدة 

الاخييرى المرتبطيية ببييروتين الخمييل ثييم نبييذ المحلييول 

 52222باسيييتعمال المنبيييذ الفيييائق المبيييرد وبسيييرعة 

م   12دورة/ دقيقييية ولميييدة سييياعة وبدرجييية حيييرارة 

، الراسييب  SDSوليييس اقييل ميين ذلييا لمنييا ترسيييب 

الناتج يعد بروتين الخميل. اخيذ الراشيح مين الخطيوة 

تينات السابقة والحاود على مكونات مختلفة من برو

، ركيز الراشيح  FimHالخمل ومن ضمنها بيروتين 

باستعمال اكيا  اليديلزة اليى خميس الحجيم الاصيلي 

ميل  5مل ثم اضيي   2ليصبح حجم الراشح المركز 

لليييتخلص قيييدر الامكيييان مييين   n-Butanolمييين 

، ثييم نبييذ باسييتعمال المنبييذ المبييرد علييى   SDSالييـ

م  12دورة/دقيقة وعلى درجة حرارة  5222سرعة 

دقيقة لكي تتكون الاطوار التيي يمكين مين  15لمدة و

-nخلالها فصيل الطيور العليود اليذد يحتيود عليى 

Butanol  بالاضيييافة اليييى اليييـSDS  اميييا الطيييور ،

السفلي فقد يحتود على كميات قليلة جدا من بروتين 

الخمل متخذا شكل تكيتلات فيي الراشيح ليذلا يصيار 

بقطير  الى ترشيح الراشح  باستعمال مرشحات دقيقة

ميييايكروميتر عليييى التيييوالي لكيييي ييييتم  2.2و  2.45

الييتخلص ميين التكييتلات الكبيييرة لبييروتين الخمييل امييا 

القطيييا الصيييغيرة فييييتم اليييتخلص منهيييا لاحقيييا .اميييا 

البروتينات الاخرى المرافقة لبيروتين الخميل فقيد تيم 

ترسيييييبها بوضييييا الراشييييح فييييي انابيييييب زجاجييييية 

)اسييتون  حجم من مزيج الميواد الاتيية 13واستعمل 

حيييامض الخلييييا ( وبكميييية  –ثلاثيييي اثييييل اميييين  –

م ،  4(علييى التييوالي وعنييد درجيية حييرارة  5:5:25)

دقيقية .  72دورة/ دقيقية ولميدة  52222ثم نبذ عليى 

ثم اخذ الراسيب واهميل الراشيح ولليتخلص مين ميادة 

ثلاثي الاثيل اميين وحيامض الخلييا المتبقييان غسيل 

يجي  بيالهوا  ، ثيم الراسب بالاسيتون ومن ثم ترك ل

-1وبكميية %42اضي  للراسب حامض الفورمييا 

مل / ملغم بروتين وترك في درجة حرارة الغرفة  2

دقيقيية لغييرض ترسيييب بييروتين الالتصيياق  72لمييدة 

FimH  ثيييم نبيييذ باسيييتعمال المنبيييذ الفيييائق السيييرعة

دورة/ دقيقيية ولمييدة سيياعة ، اخييذ الراسييب  52222

تج واليذد يعيد وغسل بالاسيتون وجف  الراسب النيا

ذو  PBSغنيا ببروتين الالتسياق ، ثيم عليق بيدارد  

pH 362  وميين ثييم نقييى بييروتين .FimH  باسييتعمال

تقنية كروموتوغرافيا الترشيح الهلامي وفيق طريقية 

 باسيييييتعمال هيييييلام  [ 11 تيييييايموك وجماعتيييييه

Sephadex G-100  122× 265، وبعمييود حجييم  

 سم .

رحييييل اجيييرد الت: PAGE الترحيووول الكهربوووائي 

من خيلال تحضيير هيلام  [ 12 حسب طريقة لاملي 

مليي امبيير/ عميود  5وبقيدرة  % 12الفصل بتركيز 

دقيقيية فييي مرحليية الييرص وميين ثييم  72هييلام لمييدة 

مليي امبيير / عميود هيلام  12رفعت قدرة التيار الى 

 2في مرحلة الفصل واستمرت عملية الترحييل لميدة 

 12ى ساعات ما المحافرة على درجة الحيرارة علي

لكييل    Rmم . واسييتخرجت قيميية الحركيية النسييبية 

 بروتين حسب المعادلة التالية :

الحركيية النسييبية م المسييافة التييي قطعهييا البييروتين / 

 المسافة التي قطعتها صبغة البروموفينول الازرق .

ملغييم ميين الانمييوذج بييـ  1علييق  تيضووير الاومووو ج :

و  pH 5.2ذو  Tris Hcl  ميل مين دارد   2.22

ميييين  2.21و  SDS %1مييييل ميييين محلييييول  2.25

ميركبتوايثانول ووضا في حمام مائي وعليى درجية 

م لميييدة دقيقتيييين ، ومييين ثيييم مزجيييه ميييا  52حيييرارة 

مييييل وبروموفينييييول  2.215الكليسيييييرول وبكمييييية 

 مايكروليتر . 5بكمية % 2.25الازرق 

محلييول البروتينييات تيضووير البروتينووات القياسووية : 

رة بروتينييييات الانمييييوذج القياسييييية اسييييتعملت لمعيييياي

المحضيير وذلييا باذابيية البروتينييات القياسييية المجفييدة 

 مل من المحلول الدارد  الخزين للانموذج . 2.2بـ

وميين معرفيية الاوزان الجزيئييية للبروتينييات القياسييية 

الموجييودة فييي المحلييول وقيميية الحركيية النسييبية لكييل 

ولوغيارتيم اليوزن   Rmمنها رسمت العلاقة بين الـ 

يئي للبروتينات القياسية ، وبعيد اسيتخراج قيمية الجز

Rm    لبيييروتينFimH   و اليييـ Fimbrin  

واسقاطها على المنحنى القياسي امكين تقيدير اليوزن 

 الجزيئي للبروتينات المطلوبة .
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 : والمناقشة النتائج

اظهرت  اختبار التلازن الدموي للبكتريا المختارة :

لخنزير  RBC من %2نتائج الاختبار باستعمال 

ثانية   52-72غينيا حدو  التلازن الدمود خلال 

دليل على احتوا  البكتريا على خمل النمط الاول 

التي لها قابلية الارتباط حصرا واحدا  عملية 

التلازن الدمود فقط دونا عن باقي انوا  الخمل 

الاخرى الموجودة على السطح الخارجي للبكتريا 

لغرض التاكد من  وهذا الاختبار يعد تشخيصيا

 .[ 11,14 وجود هذا النو  من الخمل

  FimHالاستخلاص والتنقية الجزئية للاص  

ان انتاج خمل اوتاج خمل النمط الاول المتخصص:

النمط الاول المتخصص يعد من اهم النقاط الرئيسة 

لتكوين اللاصق المطلوم ، فان تكوينه يعتمد بشكل 

فوسطي كبير على مكونات الوسط المستعمل ، 

ما ضبط الرقم    Zالكلوكوز الواطي  و 

الهيدروجيني ودرجة الحرارة ، جميعا لها الدور 

الرئيس في انتاج خمل النمط الاول وبالتالي انتاج 

، فقد بينت نتائج الادبيات [ FimH  8,15اللاصق 

العلمية بالنسبة لاستعمال اوساط معقدة مثل الوسط 

الزرعي المغذد ومرق التربتكيز الصويا فانهما 

فانهما يجعلان البكتريا غير     يجعلان البكتريا

قادرة على انتاج خمل النمط الاول المتخصص او 

انتاجها بشكل واطي  بسبب وجود الحامض الاميني 

L-alanine   يعمل على تثبيط انتاج الاصق

FimH  لذا تعد الاوساط المستعملة في الدراسة هي

المفضلة لانتاج هذا النو  من الخمل المتخصص ، 

غم ( وزن  4.5وقد تم الحصول على ما يقارم )

جاف من الخلايا لكل لتر من الوسط الزرعي 

 .[Z   16الصلب 

بعت ات استخلاص وتنقية خمل النمط الاول يزئيا :

والمحورة من قبل مارك  [ 9 طريقة برنتون 

لغرض استخلاص وتنقية خمل  [ 10 وجماعته 

النمط الاول من البكتريا موضو  البحث ، فهي 

طريقة مناسبة سمحت بالحصول على كمية من 

غرام  12ملغم /  2.2خمل النمط الاول الذد بلغ 

بكتريا ، والتي اظهرت فعالية تلازن دمود ، ان 

لاذابة واعادة البلورة للخمل ساعد في عملية عملية ا

الحصول على كم من الخمل خالية قدر الامكان من 

المواد غير الخملية والتي تمثل المرحلة الاولىمن 

عملية التنقية ،وعادة قابلية التلازن الدمود تكون 

مرتبطة بالخمل وليس ما الجزيئات والشوائب 

ان كميات قليلة الذائبة فبعدعمليات اعادة  البلورة ف

من ملوثات جدار الخلية البكتيرية ظهرت موجودة 

 ( ،1ومتكتلة ما الخمل شكل )

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
( يمثل خمل النمط الاول قبل عملية التنقية باستعمال 1 كل 

 x 00000مجهرالالكترووي قوة 

وامكن التخلص منها بمعاملة الخمل بمحلول  

Triton-EDTA لول وذلا لان مكونات هذا المح

لها القابلية على تخليص الخمل من ملوثات 

الجداروالغشا  الخلود  العالق بها ، لذا فمكونات 

الجدار والغشا  تبقى طافية في المحلول بعد ترسيب 

الخمل باستعمال كبريتات الامونيوم ، ولغرض 

زيادة نسبة نقاوة راسب الخمل فانه عومل ما 

منهما  كل   (2β-Mercaptoethanol – SDS)محلول 

يعدان من المواد الماسخة للبروتينات ، نتج عن هذه 

غم  12ملغم /  261الخطوة بعد عملية الترسيب  

وزن بكتيرد جاف والتي تمثل المرحلة الثانية 

( وهذا لا يتفق ما دراسة 2عملية التنقية الشكل )

 12ملغم / 4.7اذ بلغ الوزن الذد حصل عليه [ 13 

وقا لكون البكتريا غم وزن بكتيرد جاف وهذا مت

المستخدمة لديه مهندسة وراثيا لانتاج هذا النو  من 

 الخمل . 

 

 

 

 

 

 
    

( يمثل خمل الونمط الاول بعود عمليوة التنقيوة باسوتعمال 9 كل 

 x 00000المجهر الالكترووي قوة 

 ان استعمالاصل مكووات خمل النمط الاول : 

 52ما حرارة تصل اى درجة  SDS 4%محلول 

الى فصل البروتينات المرافقة  لبروتين  م ، ادت

،  15522وكل من بروتيني  FimHالخمل وهي الـ 

دالتن جزئيا عن باقي المكونات .  14522و 

بشكل نهائي ، عومل  SDSوللتخلص من مادة الـ 

ثلاثي  –الانموذج الناتج بمزيج من المواد ) اسيتون 

حامض الخليا (، فبالاضافة للهدف  –اثيل امين 

ابق ، فان المحلول عمل على تركيز البروتينات الس

المرافقة لبروتين الخمل وترسيبها من خلال عملية 

النبذ ، لان معرم البروتينات تترسب عند استعمال 

المذيبات العضوية كالاسيتون وثلاثي اثيل امين 

وللحصول على بروتين الالتصاق عومل  [13 

 ، %42الرايب بمحلول حامض الفورميا تركيز 

وبدرجة حرارة الغرفة لغرض اجرا  عملية فا 

بلمرة بروتين الخمل وذوبانه ما البروتينات 

المرافقة بشكل جزئي في الحامض عدا بروتين 
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الذد يكون معرمه غير ذائب  FimHالالتصاق 

قد وصل الى نقطة  FimH وهذا يعني ان بروتين 

من درجة الرقم الهيدروجيني التي يكون فيها 

ذائب ، والتي عندها يكون البروتين  البروتين غير

غير حامل لاية شحنة ، مما يؤدد الى تصادم 

اليكتروستاتيكي بين جزيئات البروتين ، لذلا يتجه 

نحو الترسيب ، لكون اذابة البروتينات في المحاليل 

تتاثر بصورة كبيرة بدرجة الرقم الهيدروجيني 

والقوة الايونية ودرجة الحرارة وثابت العزل 

 [12 رارد للمذيب الح

تمت :  FimHالتنقية الجزئية لبروتين الالتصاق 

باستعمال كروموتوغرافيا   FimHبروتين تنقية 

، مرر محلول الدكستران  [ 13 الترشيح الهلامي 

الازرق خلال العمود وجمعت الاجزا  النافذة 

مل / انبوم  7مل/ ساعة وبواقا  12بسرعة جريان 

 522موجي  وقيست الامتصاصية على طول

، فقد استرد  FimHنانوميتر ، ولتنقية بروتين الـ 

بنفس ظروف استرداد الدكستران الازرق، وتم تتبا 

وجود بروتين الالتصاق ، والمكونات البروتينية 

الاخرى المرافقة كبروتين الخمل والبروتينات ذات 

دالتن في كل  14522،  15222الاوزان الجزيئية 

 (3ة ومن خلال )الشكلجز  من الاجزا  النافذ

 

 

 

 

 

 
 

( يمثل المنيني الناتج من عملية التر يح الهلامي 3 كل 

  x 9.0وبعمول قياس   Sephadex G-100 باستعمال

100  
(  44-42(6) 73-25النتائج فقد جمعت الاجزا  )

 FimHالتي تمثل الاجزا  الحاوية على بروتين 

 وبروتين الخمل على التوالي ، وركزت باستعمال

اكيا  الديلزة ، ليكون الحجم النهائي لكل مجموعة 

مل ، ولتعين تركيز البروتين في مركز الاجزا   5

، واعتمادا على  [ 22 التي جمعت استعملت طريقة 

المنحنى القياسي البومين المصل البقرد كمرجا تم 

(  52.5، 252معرفة تركيز الاجزا  وكانت )

  FimH مايكروغرام/ مل لكل من بروتيني 

وبروتين الخمل على التوالي ، وهذا يدل على ان 

طريقة التنقية المتبعة قد نجحت في عملية فصل 

المكونات البروتينية عن بعضها ولو بشكل جزئي 

في حصول عملية الفصل [ 21 وهذا يتفق ما 

الجزئي للمكونات البروتينية للخمل في منطقة 

يدل مما قد  FimHالحجم الخالي بالنسبة لبروتين 

على حصول عملية بلمرة لوحدات البروتين ادى 

الى انفصاله في هذه المنطقة ، ولكنها لاتتفق بنتائج 

الحاصل البروتيني بالنسبة لبروتين الالتصاق في 

مايكروغرام / مل ، وقد يعود  545دراستهم والبالغ 

ذلا لنفس السبب السابق من ان البكتريا المستعملة 

رض بالاضافة الى استعمال مهندسة وراثيا لهذا الغ

 درة من الاجهزة المستعملة لدينا اجهزة اكثر دقة وق

تعد هذه  :SDS-PAGEالترحيل الكهربائي 

الطريقة احدى الطرائق المستعملة لمعرفة درجة 

نقاوة الانموذج ولتقدير الاوزان الجزيئية 

للبروتينات بوساطة حركتها الانتقالية في هلام عديد 

 SDSلحاود على المادة الماسخة الاكريل امايد ا

التي تعمل على مسخ البروتين نتيجة التاثيرات 

الهايدروفوبية التي تعملها ما البروتين مانحا اياه 

  β-mercaptoethanol-2شحنة سالبة ، اما مادة 

الى   S-Sما الحرارة فتعمل على اختزال اصرة  

S-H  وبالتالي تحلل البروتين الى وحداته التحتية ان

. اظهرت نتائج الترحيل لبروتين [22 وجدت 

الخمل وبروتين الالتصاق المنقاة جزئيا ، 

وباستعمال المنحنى القياسي ومن خلال العلاقة بين 

لوغارتم الوزن الجزيئي والحركة النسبية 

للبروتينات القياسية في نفس الهلام امكن حسام 

الوزن الجزيئي للبروتينات المطلوبة والتي بلغت 

دالتن لكل من بروتيني الخمل  22722و  13522

على التوالي وكما مبين  FimH وبروتين الالتصاق 

بالنسبة [ 27 . النتيجة هذه تتفق ما  5في الشكل 

وذلا لان مدى الوزن الجزيئي  FimHلبروتين 

دالتن ،  72222 – 22222للبروتين يتراو  بين 

واما ما يخص بروتين الخمل فانه مقارم للدراسات 

دالتن وان الزيادة القليلة في  13222لعالمية والبالغ ا

الوزن الجزيئي التي ظهرت في بروتين الخمل في 

دراستنا قد تعود الى وجود بعض المكونات 

البروتينية الاخرى التي قد تداخلت معه، هذا من 

ناحية ومن ناحية اخرى ان انفصال حزمة  واحدة 

ن استعمال بالنسبة لبروتين الالتصاق على الرغم م

المواد الماسخة يدل على انه متكون من وحدة واحدة 

وليس من وحدات تحتية مختلفة او متكون من 

وحدات متعددة ذات وزن جزيئي واحد انفصلت الى 

حزمة واحدة في هلام الترحيل ، وان الراد الثاني 

الذد بين [ 23 هو اكثر تاييدا وكما جا  في دراسة 

 12 – 2ان يتكون من ان بروتين الالتصاق ممكن 

وحدات تحتية / خمل ، فبالاضافة الى ما تقدم من 

معرفة الوزن الجزيئي للبروتينات بهذه الطريقة فان 

ظهور حزمة واحدة يؤكد تجانس المستحضر 

 . 4البروتيني المنقى جزئيا وكما مبين في الشكل 
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( يمثل ومط الترحيل الكهربائي لبروتين الالتصاق 4 كل 

المستخلص والمنقي يزئيا اي هلا  عديد الاكريل والخمل 

يمثل البروتينات القياسية -SDS-PAGE  Aامايد بتقنية 

،B- لالتن ، 10000بروتين الخمل  و الوزن الجزيئيC-

 لالتن (  90300بروتين الالتصاق  و الوزن الجزيئي 
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Abstract: 
  

    Type-1 fimbriae have been extracted from E.coli which was previously isolated, 

the yield was 2.8 mg fimbriae/10 g bacteria , the crude fimbriae was partially purified 

by several solubilization and recrystilization methods using a series of buffer and 

solutions to decrease the impurities, the yield of fimbriae from all these steps was 2.1 

mg fimbriae / 10 g bacteria.        

    Adhesive protein FimH was extracted from  fimbriae by separation then partially 

purified by Gel-chromatography sephadex G-100, the yield of FimH was 250 µg/ml, 

while fimbriae protein was 50.6 µg/ml. The partially purified FimH revealed one clear 

band in SDS-PAGE, as well as protein fimbriae with molecular weight (28300,17500) 

Dalton respectively, when  compared with standard protein curve. 


