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 Pseudomonas speciesبكتريا ل بروتينات الغشاء الخارجي )البورينات(وتنقية  استخلاص
 وحالات مرضية مختمفة
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 الخلاصة
 3تاام كيتياا ر علااح اس ساايق ومة ومااق كلبيترياا  للارياار ماان كلمياا ركد كلاي تيااق  كلتاايريركً فاا  للبوريناا د رورك يبياار 

علاح كلتاوكل   P.oryzihabitansو  P. fluorescensلبيتريا   تااور ، وعلالتا نP. aeruginosaعالاتد لبيتريا  
علاح  ب تعتما راالاتد وكنتيباد ةا ا كل  (porinsكلغشا ء كلي رج  ) بروتينا د يمصرر تستيلاص وتنةيق وتوصيف

تاتمااار طريةاااق كتساااتيلاص بصاااور   Imipinem ،.Ciprofloxacinمااارس اس سااايتت  للميااا ركد وي صاااق ميااا ر  
ب سااااتام ل وبااااارة  تمااااد كلتنةيااااق  EDTAو sodium cholateكس ساااايق علااااح وجااااور ماااا ر  كلصااااوريوم يوتيااااد 

لولان كلجلايئا  لبروتينا د كلغشا ء كليا رج  ومن رم تايين ك (Sephacryl S-200). كلترشيح كلتلام  ركفي گيروم تو
 ييلوركلتااون علااح كلتااوكل  25و 48 بااولان جلايئاا  وياا ن ظااروف م ساايب للبااروتين ب سااتام ل كلتراياال كليترباا ئ  تاااد

كلمالاولاق مان P. fluorescens بورينا د بيتريا  كلمالاولاق مان كلجارو  و  P.aeruginosa لنسابق لبورينا د بيتريا  ب
 .Pو P. aeruginosaلاا   ( كلمنةا   جلائيا porinsترييلا لبروتين د كلغش ء كليا رج  ) حكعل وسجل كلتت ب كت ن 

fluorescens ملغركم/ ملليلتر علح كلتوكل  ف  كلمستاير كلنت ئ  1.32، 1.92 ةو  
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Abstract 
There are important role in the effect of porins to the bacterial sensitivity and 

resistance to antibiotic. Three isolates were selected from  bacteria P. aeruginosa, and 

two isolates of bacteria P. fluorescens and P. oryzihabitans, respectively, as a source of 

extraction, purification and characterization of the outer membrane proteins (porins). 

These isolates were selected based on their sensitivity to antibiotics, especially 

Imipinem, Ciprofloxacin. The extraction method depends mainly on the presence of 

sodium cholate and EDTA and then using chromatography purification by gel filtration 

(Sephacryl S-200) Then the molecular weight of the outer membrane proteins (porins) 

determined using electrophoresis under denaturing conditions. The molecular weight of 

the protein was 48 and 25 KDa, respectively, for Porins of  P. aeruginosa  isolated from 

wounds and Porins of  P. fluorescens isolated from otitis media in the final product, the 

highest concentration of the outer membrane proteins (porins) partially purified from P. 

aeruginosa and P. fluorescens was 1.92, 1.32 mg/ ml, respectively  
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 المقدمة

مراال  hydrophilicساامح بااريول كلمريباا د كلمابااق للماا ء مملاا   ب لماا ء ت بوريناا د عباا ر  عاان بنااوكد بروتينيااقكل
تام كلتاارف علاح  ول  ( 1) كليلياق كلبيتيرياق كلسيري د، كتام ض كتمينيق، كلارير من كلمي ركد كلايويق كلح ركيال

مان  غير مارر influx، تسمح بترفق يقلبروتين   كد بن   ركي ووصف بينب ترييب م1976 ف  ع م  Porinبورين 
كلموجااور  فاا   barrel-βكلبوريناا د ةاا  بروتيناا د بيتاا  (  2) تاماال كيياا  علااح الاكلااق كلمااوكر كلساا مقكلمااوكر كلغ كئيااق و 
بروتينااا د كلغشااا ء كليااا رج  كلتااا  تشااايل  ( 3) للبيتريااا ، وكلم يتويونااارري ، وكلبلاساااتيركد كليياااركء كلغشااا ء كليااا رج 

porins   ركم كلتا  ياتم تغييرةا  فا  ظال كلتاارض يلصبغق س لبق كلتلاب  روكرك رئيسيق ف  كلمة ومق كل كتيق ف  كلبيتيري
ةا  كلبورينا د، و يطر  عليتا  بصاور  يبيار  بوكساطق ياتم كلسا Influxكليق كلتارفق لاركيل كليلياق (  4)للمي ركد كلايويق

للماوكر كلماباق  passive penetrationبنوكد م ئياق متتوااق ممتار  عبار كلغشا ء كليا رج  وتسامح ب تنتةا ل كلسالب  
 OprDوبشايل مريار للاةتما م، مميان للاريار مان كلمريبا د كن ياتم كمتص صات  بوسا طق متما رلاد باورين   (5)للم ء

يلال كرتب ط كلمريب د بتا ك كلباورين عنار كلتركييالا كلوكطئاق، وباررتت  علاح كتنتشا ر يالال متما رلاد كلمتيصصق من 
 ( 6)بطريةق كلتررج ب لترييلا OprDكيرس لبورين 

 المواد وطرائق العمل
يالا كلتة ناق كلايوياق تام كجاركء كتساتيلاص وكلتنةياق فا  مر ايا  (  7)كلبورينا د طبةا  لما  ورر فا تم كستيلاص 

تام كنتيا ب يماس عالاتد لبيتريا    2015 7/ 18/كلاح  2015 4//4يلال كلتتر  من  ج ماق كلنترين /ق كلالومويلي
Pseudonomas مل من يل علالق ملاروعاق علاح  10  ( كرن ا، كي1يور ف  كلجرول ) من مص رر ميتلتق  يم  م

واُياند كلارروكق بررجاق   L.B  كللوري  برو لتر من وسط  4تلةيات  ف  روكرق تاتو  تم و   nutrient brothوسط
 6000rpmسا عق تام كجاركء طارر مريالا  بسارعق  18باار مارور و Shaker incubator فا  ا يانق ةالاكلا   °م 37
جار  كُ مل مان كلما ء كلمةطار و  50با ( pellet) غُسل كلركسب كلماتو  علح كلبيتيري ُ ةمل كلركئق و رب ئق رم 10 لمر  

باار كجاركء كلطارر  با ئق وباارة  ولان كلركساب لليلايا  )للاالاتد كليماس( ر10 لمار   6000rpmطارر مريالا  بسارعق 
رااام كجااار  طااارر مريااالا   Suspending bufferللاااالاتد كليماااس باااركر  كلتالياااق   pellet كلركساااب كلمريااالا  علاااق
ماان ركر   ماال 5 كلركسااب( ماا يلطااد كليلاياا  )ُ ةماال كلركئااق و بااارة  رباا ئق 10 لماار   6000rpmلليلاياا  بساارعق 

بنساابق كياايتد يبريتاا د كتمونيااوم باابطء و  ماان راامو    Sonicator، وماان راام تاام تيسااير كليلاياا  بجتاا لاصكتسااتيلا
 10لمار   6000rpm، باارة  عمال طارر مريالا  وبسارعق سا عق 4لمار   ج واارك بلطاف علاح كلنما  35% كشاب ع
  كلمالول كلركشح  للتيلص من يبريت د كتمونيوم وكيرب ئق 

 الآتية الرموز اعتماد المنتخبة لاستخلاص البورينات، تمsp.   Pseudonomas( يوضح عزلات1جدول )
 البورينات في الدراسة الحالية مستخمصات لتعريف

مستخمص البروتيني رمز ال البكتيريا الجنس العمر المصدر
 من كل عزلةالبورينات( المشتق  )

 Pseudonomas aeruginosa 2a  ير burn 57كلاروق 
 Pseudonomas oryzihabitans 1o ر ي burn 29كلاروق 
 Pseudonomas aeruginosa 1a  ير wound 23كلجرو  
 Pseudonomas fluoresens 1f كنرح ear swab 4 كلتت ب كت ن
 soil - - Pseudonomas aeruginosa 3aكلتربق 
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سااتيركم م صااق طااف فاا  كلامااور ب ماال ماان مالااول كلبوريناا د كلياا م كلماياار ساا بة  وتمااد تابئتااب بل 10كياا  
وبماارل جريا ن  fractionجالاء  50لموكلانتب  تم كساترركر  مل من كلمالول كلركر  250ور ماةمق بارة  كييف ب ست

نا نوميتر  وةا ا كلتابئاق تام 280 ، رم بر د كتمتص صيق لجمي  كتجلاكء علح طول ماوج  رب ئق 3 /مل ليل جلاء 5
مل من مالاول  4وبار  لك تم وي   ((2a,1a.3a,1o,1fمس كجركئت  بنتس كليطوكد لجمي  نم  ج كلبورين د كلي

ايااا  كيااا  كلجااالاء كلااا   كعطاااح كعلاااح كمتص صااايق ليااال ج كليماااس كلمنةااا   جلائيااا  )نماااو ج مااان كلنمااا   كلبورينااا د ليااال
( فاا  ررجااق (8.0لااب  Tris-C1  pHماان  mM 10 ماان ياار مالااول يتيااونفاا  ياايس كلااريللا  وتاام تريياالاا  ج(نمااو 
-SDSتاام كجاركء كلترايال كليترباا ئ  .cholateيلوريار كلصاوريوم وكليوتياد  لإلاكلااق عق ( سا2-1لمار  ) °م4 ااركر  

PAGE ،  تام ويا  ةالام كلترايال resolving gel  فا  واار  كلترايال كليتربا ئ  ومان رام كيايف كتيلاوبروبا نول
ساطح كلجال ب لما ء ربيةق كلح س عق بررجق ااركر  كلغرفاق ليتبلمار، ومان رام غسال  45لسطح كلتلام، وترك كلجل لمر  

وبانتس كلطريةاق وتارك ليتبلمار  ومان رام كريال كلمشاط باين stacking gel كلمةطار، وباارة  كيايف  ةالام كلتاركص 
   loading stain صابغق كلتاميال ما ييروليتر ماان 5كيايف  واار  كلجتا لا وتماد كلاكلتااب باار تصالب ةالام كلتااركص 

 ، ومان رام تام غلا  كلنما  ج بررجاقد كليماس كلمنةا   جلائيا د كلبورينا ما ييروليتر مان يال نماو ج لمستيلصا 15 كلح 
، ومااان رااام كيااايتد ةااا ا كفيااال، لياااتم مساااو كلبروتينااا د لتسااا عر بااا لك علاااح ترايلتااا  بصاااور  ليماااس ربااا ئقمْ  111

وبتولتياق  م 24  وتام كجاركء كلترايال بررجاق ااركر  micropipetteكلبروتين د كلح ا فق جاركر كلتالام بوكساطق م صاق 
 من واار  تم كلاكلق كلتلام وبار كنت ء كلترايل كليترب ئ  س عق  1.5مل  كمبير لمر   25تي ر يترب ئ  فولد وب 125

، وراام غمااس كلتاالام فاا   ساا عق 1لماار   fixation solutionفاا  كلمالااول كلمربااد  كلتراياال كليترباا ئ  وغمااس كلتاالام
غمااس كلتاالام فاا  مالااول  ساا عق  وكيياارك 3-1لماار   coomassie brilliant blue R-250صاابغق يوماا لا  

destaining solution كلصاابغق كللاكئاار  كلااح اااين ظتااور كلااالام كلبروتينيااق كللارباا ء  تاام بياا س اريااق صاابغق  لإلاكلااق
bromophenol blue  ماان نةطااق كلبركيااق كلااح مرياالا كلااالام وكيياا  تاام بياا س اريااق كلبروتيناا د كلةي ساايق ماان نةطااق

 .ي لت ل  (Rm)تم تطبيق ب نون كلاريق كلنسبيق كلبركيق كلح مريلا كلالام كلبروتينيق ومن رم 
Mobility of protein 

Rm= 
Mobility of bromophenol blue 

 كلبورين د عنر ترايلت  يترب ئي   ين د كلةي سيق للاسترتل علح كاج مكلبروت كستيركمتم 
 البروتينات القياسية (Dalton)الوزن الجزيئي 

6500 Aprotinin, bovine lung 

14200 lactalbumin, bovine milk- 

29000 Carbonic anhydrase, bovine erythrocytes 

45000 Ovalbumin, chicken egg 

97000 Phosphorylase B, rabbit muscle 
 

 النتائج والمناقشة
سااتيركم كلبوريناا د تسااتيلاص كلبوريناا د ليونتاا  فرياار  ماان نوعتاا  ب  Pseudomonas sp  يتياا ر بيترياا كتاام 

 coli  مراال يلافاا  لباا ب  كنااوكع كلبيترياا  كلساا لبق كتياارس ،ي  للامتصاا ص ياالال كلغشاا ء كلياا رج كلمتيصصااق اصاار 

Escherichia كلبوريناااا د  متيصصااااق( وعاااارر بلياااال ماااانكلغياااار رر يبياااار ماااان كلبوريناااا د كلا مااااق )كلتاااا  تمتلااااك عاااا
من كلغش ء كلي رج   تستيلاص وتنةيق كلبورين د (7) د من ببلتم تطبيق كلطريةق كلت  وصت لةر ( 6)كلمتيصصق

وبيميا د   homogeneous  porinsتولق كلاصاول علاح بورينا د متج نساقلأنب من كلسا Pseudomonasلبيتري  
كلبروتيناااا د ماااان بااا ب  كلميوناااا د كليلويااااق مراااال )كيراااار نوعاااا  ماااا   نةااا  لك علالتاااا  بشاااايل وياااا reproduciblyع لياااق 

 detergent ص كتنتةا ئ  بوجاور كلا مال كلاركر علاح كلأساتيلا ا كلطريةق بشيل كس سا  ببس طق تاتمر ة وكلرةون( 



 ISSN:1999-6527                          2012(، 1(، العدد )9مجمة الأنبار لمعموم البيطرية، المجمد )
 

105 

رام كلتنةياق  EDTA كو  NaClما   cholateكلاح كن كتساتيلاص ب ليوتياد  (8) لةر كش ر كيي و  صوريوم يوتيد
 رلق من كلبورينا د ياتبر من كلطرق كلمطبةق ع لمي  تستيلاص تاييركد متم  gel filterationب لترشيح كلتلام  

 Lpsكلارةون متاارر  كلسايركير  لإلاكلاقكستيرمد تةنيق كليروموتوگركفي  فا  كلرركساق كلا لياق،  من كنوكع بيتيريق ميتلتق 
كغلااب طاارق تنةيااق كلبوريناا د تاتماار علااح يروم توگركفياا  كلترشاايح كلتلاماا  لتصاال حيثثا    (  9)ماان مالااول كلبااروتين

 فاا  كلرركسااق Sephacrylبوجااور ماا ر  كلجاال  وباار كسااتيرم كلترشاايح كلتلاماا (  11)كلبوريناا د عاان باا ب  كلماتوياا د
ملائمق جرك للاساتيركم كلميتبار  ويا لك كلصان ع  لة بليتتا  علاح تامال ماارل كلجريا ن  تيون تن ة ا كلم ر كلا ليق 

 Sephacryl-200 كلترشاايح كلتلاماا  بوجااور( 11، 7) كسااتيرم لك وياا كلسااري  وكمتلايتاا  كسااتةركريق ييمي ئيااق ع ليااق 
ربيةااق  3/مليلتاار 5جرياا ن  وبساارعق ( ساامSephacryl-S-200 X 1.5) 91باار كسااتيرم عمااور و  لتنةيااق كلبوريناا د 

 لاواظ ظتاور بمتاين بروتينياق عنارف8.0 ةيارروجين   وباربم (Sodium cholate %1)بركر  كلغسل  كلموكلانق وتمد
( 5فظتارد بماق وكاار  كما  شايل ) (4و 3) شايل بينما  ( 2و 1) فا  شايل 280 ماوج  طاول علاح جالاكء كت بيا س

 لواظ عر  بمم بروتينيق 
 

               
 
 
 
 
 

 

المنتتج  1a)( الترشيح الهلامي لتنقية بروتين البورين )1شكل )
 المعزولة من الجروح P.aeruginosaمن بكتريا 

المنتتتج  1f)( الترشتتيح الهلامتتي لتنقيتتة بتتروتين البتتورين )2شتتكل ) 
 الاذن المعزولة من التهاب P.fluorescensمن بكتريا 

 
 
 
 
 
 
 
 

المنتتج  3a)( الترشيح الهلامي لتنقية بروتين البورين )3شكل )
 المعزولة من التربة  P.aeruginosaمن بكتريا 

المنتتتج  1o)( الترشتتيح الهلامتتي لتنقيتتة بتتروتين البتتورين )4شتتكل ) 
 المعزولة من الحروق P. oryzihabitansمن بكتريا 

 
              

 

 

  
 

 
 
 

 

 المعزولة من الحروق  P. aeruginosaبكتريا من المنتج 2a)البورين ) بروتين لتنقية الهلامي الترشيح( 5) شكل
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-SDSج كلبوريناا د كليمااس كلمنتيبااق تاام تراياال كلبوريناا د يترب ئياا  ب سااتيركم  وكجااركء كلااريللا  لنماا  بااار كلتنةيااق

page نا د تياون مة وماق للمساو بوكساطق تن كلبوري مْ  111 وبررجاق SDS كو كلمنظتا دdetergents  كتيارس عنار
لةار بيناد نتا ئل كلرركساق (، و 12) ا كلبروتينا د ررج د كلاركر  كلمنيتيق لين ف  ررج د كلاركر  كلا لياق ياتم مساو ةا

 Pseudomonasيتريا مان عالاتد تااور لب 1f))و (1a)للبورينا د كلمنتيباق  ق توكفاق نتا ئل كلترايال كليتربا ئ كلا ليا

aeruginosa وfluorecens Pseudomonas لميااا ركد فلةااار ظتااارد ليااالا علاااح كلتاااوكل  مااا  نتااا ئل اس سااايق ك
 ،oprDربماا  تمراال بااورين  48kdااالامتين بروتينيااق وبااولان جلايئاا  imipenem كلاس سااق للمياا ر كلايااو   كلاالالتين
جلايئااا   م كلاصاااول علاااح الاماااق بروتينياااق باااولانبيناااد نتااا ئجت  ك( 14، 13) مااا  ا كلنتااا ئل للرركساااق كلا لياااق وتتتاااق ةااا

48kd  لالاتد P.aeruginosa كلاس سق لااimipenem   ج كلبورينا د كلمنةا   وللايا ر  كلتييار كيرار لاواظ كن نماو 
(3a) كلتربق اي  ي ناد مة وماق لاا  كلت  تاور للبيتري  كلمالاولق منimipenem  فلام تظتار ك  الاماق بروتينياق علاح
ب ساااتيركم  بيناااد نتااا ئجتم  لاااك يتتاااق كييااا  مااا  رركسااا د عريااار  ك ، و 6)شااايل ) 45KDعنااار كلاااولان كلجلايئااا  كلتاالام 

 Ps. aeruginosaلاالاتد 45KDعنر كلولان كلجلايئ   oprDكلترايل كليترب ئ  عرم ظتور الامق بروتينيق لبورين 
 P. aeruginosaلسريريقمن كلالاتد ك %98كن ( 18) بين م ويimipenem (15 ،16 ،17  )كلمة ومق لمي ر 
 وباار ياالاس ساابب عاارم وجاور الامااق بروتينيااق بااولان  OprDبااورين  لإنتاا جتيااون ف بار   imipenem كلمة وماق لمياا ر

45KD  3))بورين د لمستيلصa يتتق ةا ك كلبورين د علح كلما رن كلرةيلق و كلت  علالد منت  ة ا  كلح كاتوكء كلتربق
كنظماق كلياو  تيون مةترنق بوجاور imipenemف  كلتربق لمي ر  Ps. aeruginosaكن مة ومق ( 19)  يرا م  م 

عنار  ك  الاماق بروتينياق تظتار بينما  لام  porin باورينكلكلت  تامل علح ترفق كلما رن ي رج كليليق مان يالال يابح 
م علح كلرغ (6) شيل ( (1o),(2aج  نمو )نسبق للبروتين كلةي س  كلمستيرم ف  ة ا كلرركسق( ل 45KDولان جلايئ  

ب لنساابق لبوريناا د  لااك يااالاس ساابب  ربماا و  imipenem  .OprD  جين لمياا ر  ين كلنمااو  ماان اس ساايق عاالاتد ةاا
((1o عاارم كمااتلاك بيترياا   كلااح P.oryzihabitans لبااورينoprD  بلااق كلتابياار عاان كناالايم كوcarbapenemase 
الامااق بروتينيااق ب لنسااابق  ومااان كلماتماال كن ييااون ساابب عاارم وجااور  Efflux pump ربماا  لوجااور كنظمااق كلتاارفقو 

( 21) لك يتتق م  رركساق و  OprDكو كنيت ض كلتابير عن بورين  تةركنل 45KDعنر كلولان كلجلايئ 2a لبورين د 
 MBLكلت بار  لأنالايم P.aeruginosa لبيتريا   OprDباورين  downregulation كساترل كلاح كنيتا ض تابيار  ك

  لالاتد كلاروق 

 
 الى M يشير، (SDS-PAGE) الاكريلامايد متعدد هلام عمى لمبورينات الكهربائي الترحيل( 6) شكل

 القياسية البروتينات
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ج كلبورينا د للاالاتد  لنما  25KDaف  كلرركسق كلا ليق تم كلاصاول علاح الاماق بروتينياق باولان جلايئا   وكيي 
  1a لبورينا داس سايق عالاتد مستيلصا د كةاو وكلسابب OprG ا كلاالام تمرال باورين  كليمساق مان كلماتمال كن ةا

2a, 3a, 1f  لمياا رCiprofloxacin كلاح كةمياق باورين (21) ما  كبتراابك يتتاق ما   وةا OprG  فا  كمتصاا ص
 .Pك كلباااورين ماااان سااالاتد مااان ياااالال عااالالتم لتاااا quinolones (Ciprofloxacin ،(norfloxacinمريبااا د 

aeruginosa  25.5بااولان جلايئاا  وKdaنماان ياالال رركسااتب لبااوري( 22) لك بااين   وياا OprG مياا ر كلااح كةميااق 
Ciprofloxacin بورين  من ببل كلممتصOprG  ف  يلب كيون د كلارير وكيي  كظترد نتا ئل كلترايال كليتربا ئ 

 , oprG تمرال بورينا د 25KDaو 45KDaمن يمنت  الامت ن باولان جلايئا   لرركستتم وجور يمس الام بروتينيق

oprD  لالالق علح كلتوكل P. aeruginosa ى وسط غني بالحديد  لمنماة علCDM ونت ئل كلرركسق كلا ليق تيتلاف  
 ومة وماق OprGعان باورين downregulation  ايا  كبترااوك وجاور علاباق باين كنيتا ض كلتابيار( 23) ما  نتا ئل

P. aeruginosa  للمي ركد كلايويق بسبب كرتب ط لايا ر  كلمة وماقtetracycline  ما  كيتتا ء كلباورين  عالاو  علاح
شيل بنوكد تستل ( تOmpW family members) OmpWوغيرة  من كصن ف ع ئلق  OprG رينلك، فين بو  

لبااااورين  شاااا ء كلياااا رج  ب ليااااق كنتشاااا ر مم رلااااقعباااار كلغ hydrophobicةااااق للماااا ء ر كلصااااغير  كلي كنتشاااا ر كلجلايئاااا د 
FadL(oprG)   لبيتريااااااE. coli (24  )بااااااورين كن يربااااااد وةاااااا ك OprG للماااااا ء كلي رةااااااق ب لمريباااااا د ياااااا ص 

(hydrophilic ) يمااااا  كن مياااا ركد كليينولوناااا دولاااايس لااااب علابااااق بمياااا ر كلتتركساااا ييلينCiprofloxacin)  ،

enoxacin، (norfloxacin  كص ي رةق للم ء، ي صق عنر كلموب تمتلك يو N-1 وب ن  لك يتيح من ب بليق كل ، و
ومابااااااااق  hydrophobicityا كلمريباااااااا د لتاااااااا  صاااااااات د ي رةااااااااق  باااااااا ن ةاااااااا 9كلااااااااح  5ماااااااان  pHكليااااااااايتق عناااااااار 

hydrophilicity ( 25) للم ء بنتس كلوبد 
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