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 Vaginolysin   Gardnerella و  ن 

vaginalis ب ا تء اا  وا  
  

   جمیل عبدیالرف ،شیماء جاسم محیمید السلطاني 

  كلیة العلوم /جامعة بابل 

  الخلاصة 

مــــن عینـــات ســـریریة لنــــساء مـــصابات بالتهـــاب المهبــــل  المعزولـــة G.vaginalis مــــن بكتریـــا vaginolysinانـــتج ذیفـــان             

تـم حـساب الفعالیـة ،  ) ( Sephadex G 200ًبعـد ذلـك نقـي الـذیفان جزئیـا باسـتخدام ، البكتیـري فـي وسـط زرعـي خـاص لهـذا الغـرض 

مـل /وحـدة320 مونیـوم بعـد الترسـیب بكبریتـات الا، مـل/ وحـدة160وكانتـت للمـستخلص الخـام التحلیلیة للذیفان تجـاه كریـات الـدم الحمـراء 

بعــد الترســیب بكبریتــات ، ملغــم /وحــدة10.6 للمــستخلص الخــام الفعالیــة النوعیــة للــذیفان مــل و/ وحــدة160وبعــد التنقیــة بالترشــیح الهلامــي 

   .  البروتینملغم كما تم حساب تراكیز/ وحدة94.11ملغم  وبعد التنقیة بالترشیح الهلامي / وحدة29.09الامونیوم 

  

                                                                

Abstract 
                 The toxin vaginolysin of bacteria G. vaginalis which isolated from clinical specimen   of 
women infected with bacterial vaginosis in special culture media for this purpose   then toxin was 
partially purified by sephadex G 200 , then toxin hemolytic activity for crude was found 160 unit/ml , 
after precipitation with ammonium sulfate 320 unit/mg and after gel filtration was 160 unit/ml specific 
activity also was found for crude 10.6 unit/mg for precipitation with ammonium sulfate 29.09 unit/mg 
and for gel filtration was 94.09 unit/mg and after  that  protein concentrations were found .  

  المقدمة

 من مرضـى) 1953( عام Leopoldللمرة الاولى من قبل  vaginalis Gardnerellaشخصت بكتریا          

  . رجال مصابین بالتهاب البروستات ونساء مصابات بالتهاب الرحم 

 مــن عزلهــا علــى وســط غــراء الــدم الـــصلب Dukes وGardnerتمكــن العالمــان ) 1955(           وفــي عــام 

  . ولیس على الاوساط الزرعیة الاخرى وكانا یعتقدان بانها المسؤولة عن الافرازات المهبلیة 

ـــا -non( مـــع متلازمـــة المهبـــل فـــسمیت بالتهـــاب المهبـــل الغیرمتخـــصص .vaginalis G         ارتبطـــت بكتری

specific vaginatis ( وذلـك بـسبب غیـاب المـسببات المعروفـة مثـل Candida Spp. , Trichomonas 

vaginalis عندما توفي 1982  وحتى عام Gardner ظل هذا المصطلح لیـشمل فقـط الحـالات الغیـر مـشخص 

  ) .  Gardner,1983a;  Gardner,1983b(فیها المسبب 

        ثم بعد ذلك تمت التوصـیة  باسـتبدال المـصطلح الـسابق التهـاب المهبـل الغیـر متخـصص بالتهـاب المهبـل 

ثـم سـمیت هـذه ) Bacterial vaginosis) ) (Holmes et al.,1981;Cristiano et al.,1989البكتیـري 

   .(Van der Meijden,1984;Huth,1989) اسم اخر15المتلازمة باكثر من 

متغــایرة لــصبغة غــرام وفقــا ، متعــددة الاشــكال،  بكونهــا عــصیات صــغیرة .vaginalis G           تتمیــز بكتریــا 

  ) .Piot,1991 ; Catlin,1992. (لاتمتلك اسواط ولا محفظة نموذجیة ومكونة للاهداب، لنموها 

ـــــــــــا بـــــــــــــین الفحـــــــــــــص بــــــــــــالمجهر الالكترونـــــــــــــي و فقـــــــــــــدان         البكتریــــــــــــا لمتعـــــــــــــدد الـــــــــــــسكرید الـــــــــــــشحمي كمـ

(Lipopolysasccharide)  حیــث تحتــوي علــى طبقــة ،  بــان البكتریــا تمتلــك جــدار خلــوي موجــب لــصبغة غــرام

 ممـــا یجعلهـــا موجبـــة لـــصبغة غـــرام فـــي طـــور النمـــو الاســـي) (Peptidoglycan ببتیـــدوكلایكانرقیقـــة مـــن مـــادة 

Exponential phase) (تكـون المزرعـة البكتیریـة قدیمـة لان طبقـة الببتیـدوكلایكان لـصبغة غـرام عنـدما  وسـالبة
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 )  (Biotypes  الـى ثمانیـة انمـاط وبائیـة G.vaginalis قـسمت بكتریـا .Sadhu et al ., 1989 )(رقیقـة  

 Lipaseامـتلاك انـزیم   ،Hippurate hydrolysis البكتیریـة علـى تحلـل الهیبیـورات تًاعتمادا على قابلیـة العـزلا

  ) (Moncla & Pryke ,2009ة بیتا كالكتوسیدیز وفعالی ،

هو عبارة عـن بـروتین  ، 57KD وزنه الجزیئي Cytolysin ذیفان محلل للخلایا G.vaginalis      تنتج بكتریا 

 CD59حیث یقوم بتمییز جزیئـة المـتمم المنتظمـة ، ینتمي الى عائلة الذیفانات الخلویة المعتمدة على الكولیسترول

  (Randis et al. ,2009) سطح خلایا الانسان الموجودة على

 هذا النوع من الـذیفانات یتمیـز بكونـه متخـصص للانـسان لـذا فـأن دراسـة دوره فـي التهابـات المهبـل البكتیـري      

وعواقبـه علـى المرضــى مـاتزال محـدودة لغیــاب الحیـوان المختبــري المناسـب كمـا انــه یعـد ذیفـان خــارج خلـوي مكــون 

كمــا یحلــل ) Endothelial(الطلائیــة خلایــا الو) (Neutrophilsخلایــا الــدم البیــضاء العدلــه للثقــوب حیــث یحلــل 

ــذلك ســمي ســابقا بالــذیفان المحلــل لكریــات الــدم الحمــر   Hemolysin) ((Rottini etكریــات الــدم الحمــراء ل

al.,1990 ; Cauci et al., 1993;Gelber et al., 2008) 

لاسـتجابة المناعیـة بانتـاج الجـسم المـضاد والـذي یعـد مؤشـرا مهمـا للاصـابة  ا Vaginolysin یحث ذیفـان        

 Cauci et ) من قبل الخلایا الظهاریـة للانـسان Interlukin8لالتهاب المهبل البكتیري وكذلك یحث على انتاج 

al.,2002; Cauci et al., 2008)  .  اشــار الباحــثZvirbliene الــى امكانیــة انتــاج ) 2010( وجماعتــه

ضداد وحیدة النسیلة  تجاه هذا الـذیفان وذلـك باسـتعمال طـرق الهندسـة الوراثیـة بتـصنیع الـذیفان والتعبیـر عنـه فـي ا

      .) in vitro( واختبار الفعالیة الحیویة للذیفان خارج الجسم E.coliبكتریا 

 وذلــك G. vaginalisریـا  المنــتج مـن بكتVaginolysinالهـدف مـن الدراسـة الحالیـة اجـراء التنقیـة للـذیفان       

  .لمعرفة تأثیر التنقیة على فعالیته الحیویة 

  المواد وطرق العمل

     Preparation of vaginolysin تحضیر الذیفان الحال للمهبل  

  vaginolysin انتاج ذیفان 1

ل بعـد اجـراء  المـأخوذة مـن نـساء مـصابات بالتهـاب المهبـ G. vaginalisلبكتریـا  عزلـة بكتیریـة أخـذت          

فــي  ونمیــت  الاختبــارات الكیموحیویــة ودراســة الخــصائص المظهریــة والزرعیــة لهــا والتاكــد مــن انهــا منتجــة للــذیفان

مــن %0.4ً مــن بلازمــا دم انــسان مــضافا لهــا %2والمــدعم باضــافة  Trypto-casein –soya brothوســط 

ْ م 37ت فـي ظـروف لاهوائیـة وبدرجـة حـرارة  ثـم حـضنG. vaginalisمتطلبـات النمـو الانتقائیـة الخاصـة ببكتریـا 

ساعة لانتاج الذیفان ثم نقلت البكتریا  36 لمدة) (subcultureبعد ذلك اجریت عملیة الزرع الثانوي ،للیوم التالي 

بلازمــا الانــسان  +Trypto-casein –soya broth مــل مــن وســط 125مــل والحــاوي 150الــى دورق بحجــم 

ً م تزرع  اخیراعلـى 37 وبعد الحضانة اللاهوائیة بدرجة tween 80 مادة  من%0.3 نشأ و%0.1والمضاف له  ْ

  )(Rottini et al.,1990 .وسط  كولومبیا اغار وبنفس الظروف اللاهوائیة ودرجة الحرارة 

  

   Crude vaginolysin استخلاص الذیفان الخام  2

، دقیقــة 30دقیقــة لمــدة /دورة13000 وبــسرعة م4ْبعــد الحــضن نبــذ المــزروع البكتیــري بالمنبــذة المبــردة بدرجــة       

للــذیفان بعــد هــذه الخطــوة تــم اجــراء تقــدیر ) Crude(اهمــل الراســب واخــذ الراشــح والــذي یمثــل المــستخلص الخــام 

  ) (Paraje,2005.فعالیة التحلل الدموي للذیفان وتقدیر كمیة البروتین 
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  ترسیب الذیفان الحال للمهبل بكبریتات الامونیوم 3  

الـــى المــستخلص الخـــام للـــذیفان بـــشكل ) NH4)2SO4اضــیفت بلـــورات كبریتـــات الامونیــوم بحالتهـــا الـــصلبة       

-25تدریجي مع التحریك المستمر بأستخدام المازج المغناطیسي في حمـام ثلجـي لبلـوغ نـسبة اشـباع تراوحـت بـین 

دقیقـة لمـدة /دورة16000سرعة مْ وبـ4  نبذ المحلول بعد كل مرحلة من مراحل الاضـافة وتحـت درجـة حـرارة 50%

 0.01فـصل الرائـق وذوب الراسـب فـي اقـل كمیـة مـن محلـول دارئ فوسـفات الـصودیوم الملحـي بتركیـز ،دقیقة 30

ـــه مقابـــل دارئ فوســـفات الـــصودیوم الملحـــي ثـــم قـــدر تركیـــز البـــروتین 6.8مـــولاري ورقـــم هیـــدروجیني   وتمـــت دیلزت

       )(Paraje,2005 .والفعالیة الحیویة 

 ) SephadexG 200(نقیة الذیفان باستخدام المرشح الهلامي   ت4

 مـولار 0.01ً        حضر الهلام طبقا لتعلیمات الشركة المجهزة فقد علـق فـي محلـول دارئ فوسـفات الـصودیوم 

ثـم عبـئ الهـلام فـي عمـود زجـاجي لیعطـي ، ) (Vacum pump بمـضخة تفریـغ Degassingتمـت ازالـة الهـواء 

 اجري 6.8مولار برقم هیدروجیني 0.01اجریت الموازنة باستخدام دارئ فوسفات الصودیم ، م س) 40×2(الابعاد 

 الذي سبق موازنتـه وجـرى الاسـترداد بـنفس الـدارئ بـسرعة SephadexG 200الترشیح الهلامي باستخدام عمود 

 بقـراءة الامتـصاص مـل للجـزء وتمـت متابعـة تركیـز البـروتین فـي الاجـزاء المنفـصلة3ساعة وبواقـع /مل 16جریان 

وقدرة فعالیتهـا الحیویـة وجمعـت الاجـزاء التـي اعطـت اعلـى فعالیـة تحلیلیـة ) (280nmالضوئي على طول موجي 

ملغـم للقمـم المدروسـة بعـد رسـم العلاقـة الخطیـة بـین رقـم /ضمن القمة الواحدة ثم استخرجت الفعالیة النوعیة وحـدة 

ثــم تــلاه ، والفعالیــة الانزیمیــة ) (280nmعلــى طــول مــوجي الجــزء المنفــصل حیــال كــل مــن الامتــصاص الــضوئي 

  .   )(Paraje,2005عملیة تركیز الذیفان المنقى ووزع بانابیب اختبار وحفظ بدرجة حرارة التجمید 

  تقدیر كمیة البروتینات

  لتقدیر كمیة البروتین) Bradford) 1976اتبعـت طریقة 

ّحـــــضر - ، 120، 80،100، 60، 40، 20، 0( البقــــــري ت تراكیــــــز متدرجـــــة مــــــن محلـــــول البــــــومین المـــــصلُ

 .مل /مایكروغرام) 140,160

 البــومین المــصل  مــل مــن كــل تركیــز مــن تراكیــز0.05 مــل مــن دارئ الفوســفات الملحــي الــى0.45اضــیف  -

 .البقري المحضرة

وترك لمـدة دقیقتـین بدرجـة حـرارة ، مزج الخلیط جیدا G-250الزرقاء  مل من صبغة الكوماسي 2.5اضیف  -

 . نانومتر595قرئت الامتصاصیة على طول موجي فة ثم الغر

للحصول على المنحنى القیاسي لبروتین البومین المصل البقري تم رسم العلاقة البیانیة ما بین الامتصاصیة  -

 ).(1شكل ) مل/مایكروغرام( البروتین  وتراكیز نانومتر595على الطول الموجي 

 مـل مـن 0.05أضـیف إلـى أنبوبـة اختبـار نظیفـة  الحـال للمهبـل لتقدیر تركیز البروتین في مستخلص الذیفان -

، مزج الخلیط جیدا وترك G-250الزرقاء مل من صبغة الكوماسي 2.5مل من دارئ الفوسفات و0.45النموذج، 

وتم تقدیر تركیز البروتین  نانومتر 595قرئت الامتصاصیة على طول موجي لمدة دقیقتین بدرجة حرارة الغرفة ثم 

 . الانحدار المستحصل من المنحني القیاسي للبروتینباستخدام
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  يالمنحنى القیاسي لبروتین المصل البقر) 1(شكل                   

  

  

      النتائج

 حیث نتجت sephadex G200 باستعمال المرشح الهلامي  vaginolysinتنقیة ذیفان ) (2یوضح الشكل     

 والتــي جمعــت بعــد ذلــك وركــزت لحــساب 23-19بــالاجزاء ) (2كل عــن التنقیــة قمــة واحــدة تركــزت كمــا مبــین بــش

   ٠عالیة النوعیة للذیفان المنقى فالفعالیة الكلیة للذیفان وتركیز البروتین وال

بلغــت الفعالیـــة النوعیـــة للمـــستخلص الخـــام  إذ  )1(فـــي جـــدول  نتـــائج التنقیـــة الجزئیـــة  كمــا مبـــین جــاءت         

اما في الخطـوة التالیـة للتنقیـة الترسـیب بكبریتـات الامونیـوم ،  اول خطوات التنقیة  في ملغم / وحدة 10.6للذیفان 

للـذیفان امـا أعلـى فعالیـة نوعیـة   ملغـم /  وحـدة 29.09فقد بلغت الفعالیة النوعیـة ) (%50 - %25بنسبة تشبع 

ملغـم / وحـدة 94.11 حیث بلغـت sephadex G200المنقى كانت في خطوة التنقیة باستعمال المرشح الهلامي 

عند الترسیب بكبریتات ،مل /ملغم 15اما بالنسبة لتراكیز البروتین فقد كانت كالآتي في مستخلص الذیفان الخام ٠

امـا فـي خطـوة التنقیـة باسـتعمال ، مـل / ملغـم 11كـان تركیـز البـروتین ) (%50 - %25الامونیـوم بنـسبة تـشبع 

  . مل / ملغم 1.7ین هو الاقل  كان تركیز البروتsephadex G200المرشح الهلامي 

  

  

  



 

 ٦٩٧

ــة ل) 1(جــدول  ــا vaginolysin لــذیفان الفعالیــة النوعی ــا لخطــوات التنقیــة G. vaginalisمــن بكتری ً تبع

  المستخدمة

  

ـــــــز البـــــــروتین    )مل(الحجم   خطوات التنقیة تركی

  )مل / ملغم (

الفعالیة التحلیلیة 

للــــــــــــــــــــــــــــــذیفان 

  )مل/وحدة(

ـــــة  ـــــة الكلی الفعالی

  )وحدة( للذیفان

ــــــة ال ــــــة النوعی فعالی

/ وحــــــدة (للــــــذیفان 

  )ملغم

المـــــستخلص الخـــــام 

  للذیفان 

100  15  160  1600  10.6  

رســـیب بكبریتـــات  الت

  لامونیوم   

25%-50%)(  

30 11  320  9600  29.09  

كروماتوكرافیــــــــــــــــــــــا 

الترشــــــیح الهلامــــــي 

باســـــــــــــــــــــــــــــــــتخدام 

sephadix 

G200 

10 1.7  160  1600  94.11  
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 G. vaginalis المنقـى جزئیـا مـن بكتریـا vaginolysin كروماتوغرافیا الترشیح الهلامي لـذیفان )2(الشكل 

ســـم تـــم الغـــسل بمحلـــول دارئ فوســـفات الـــصودیوم بتركیـــز )40×2( بابعـــادsephadex G200باســـتخدام 

  .مل للجزء الواحد3ساعه وبواقع /مل16وبسرعة جریان ) 6.8(مولاري وبرقم هیدروجیني ) 0.01(

  

     ناقشةمال

ــائج تنقیــة الــذیفان الحــال للمهبــل لبكتریــا        والــذي یتمیــز بكونــه محلــل لكریــات الــدم  G.vaginalisاظهــرت نت

ج الـذیفان الـى امكانیـة البكتریـا علـى انتـا hemolysinالذیفان الحال لكریات الدم الحمـر الحمر والذي یطلق علیه 

  في وسط 

Trypto-casein –soya brothلازمـــا دم الانـــسان وهـــذا یتفـــق مـــع الباحـــث  والمـــدعم ببRottini وجماعتـــه 

1990) (٠  

  والحـصول علیـه كمـستخلص بصورة جزئیـة G.vaginalisاضافة الى امكانیة تنقیة هذا الذیفان من بكتریا       

عمال بلــــورات الملــــح الــــصلبة كبریتــــات مْ وكــــذلك تنقیتــــه باســــت4باســــتعمال النبــــذ المركــــزي بدرجــــة )  (crudeخــــام 

الامونیوم والتي اعطت بدورها فعالیة نوعیة للذیفان اعلـى منهـا فـي المـستخلص الخـام للـذیفان وهـذا یتفـق مـع عـدد 

  . ) Rottini et al.,1990; Kretzschmar et al., 1991(من الباحثین 

 )(Salting outان الاســاس فــي ترســیب الــذیفان وتركیــزه بفعــل كبریتــات الامونیــوم یعتمــد علــى التملــیح الخــارجي 

  ، الامونیوم یتضمن معادلة الشحنات الموجودة على سطح الجزئیات البروتینیة بفعل ایونات كبریتات الذي 

ویـؤثر حجـم البـروتین وشـكله ، بطبقـة المـاء المحیطـة بـالبروتین ممـا یـؤدي الـى خفـض ذائبیتـه و ترسـیبه والاخلال 

ز بــالملح علــى شــحنات البــروتین مــن حیــث عــددها اذ یعتمــد التركیــووجــود مركبــات اخــرى معــه فــي ســرعة ذائبیتــه 

 White et )فـــضلا عـــن المجـــامیع غیـــر الایونیـــة وتوزیـــع المجـــامیع الكارهـــة للمـــاء وعـــددها، وتوزیعهـــا 

al.,1973;Scopes, 1987; Janson and Ryden,1998)  

ترشیح بالهلام وهـذا یتفـق عمود فصل الباستخدام  التنقیةاستخدم دارئ الفوسفات الملحي في عملیة الدیلزة  و      

  metschnikovii Vibrioوالذي اسـتخلص الـذیفان مـن بكتریـا ) (Miyake et al.,1988مع عدد من الباحثین 

ــــــهPetersوكــــــذلك مــــــع  ــــــا )1982  ( وجماعت ــــــسین مــــــن بكتری  Vibrio  الــــــذي اســــــتخلص الهیمولای

parahaemolyticus ٠ 



 

 ٦٩٩

 لتنقیة الذیفان وقد بین عدد مـن الدراسـات امكانیـة  Sephadex G 200استخدم في هذه الدراسة الترشیح بهلام 

 ) ( 2005وجماعتــه   Paraje تنقیــة الــذیفان باســتخدام عمــود الفـــصل بالمرشــح الهلامــي حیــث قـــام الباحــث

 مــن حیـث امتلاكـه قابلیـة تحلیــل كریـات الـدم الحمــراء  Vaginolysinباسـتخلاص ذیفـان بـنفس مواصــفات ذیفـان 

  .  Sephadex G 100باستخدام    Enterobacter cloacaeیا من بكتریا واحداث الثقوب للخلا

 Vibrio الـــذي اســـتخلص الهیمولایـــسین مـــن بكتریـــا ) 1982( وجماعتـــه Peters           كـــذلك الباحـــث 

parahaemolyticus  استخدام   Sephadex G 100 لغرض تنقیة الذیفان  . 
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