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في  Staphylococcus aureusالمنتج من بكتريا  Staphylokinaseكمونة وتعبير جين 
 E. coli DH5α بكتريا

 حسن عطية فرحانو  حارث كامل بنية
 جامعة الانبار/ كمية التربية لمعموم الصرفة
 الخلاصة

 Staphylococcusنقودياةعزلة من بكترياا المكاورات الع 21( من بين A5و A2انتخبت العزلتان المحميتان )
aureus  لقدرتها العالية عمى انتاج باروتين التاتاوموكاينييزت تاز عازد الادنا الكروموتاوملا لمعازتت المنتخباة واتاتخدز

 054ولا الحصود عماى طععاة دناا بحجاز  PCRت واتتخدمت تقنية تفاعد البممرة المتتمتد sakكقالب لبناء الجين 
لمحصاود عماى  T4 DNA Ligaseباتاتخدز انازيز  pRSETAكموناة زوج طاعديت تز رباع طععاة الادنا عماى ناطاد ال

بعريقة التحود الوراثلات نجا  الجاين  E. coli DH5αثز ادخالها الى التلالة  pRSETA-sakطععة الدنا الهجينة 
sak  وااالا التعبيااار داخاااد الخلاياااا المتحولاااة وانتااااج باااروتينStaphylokinase  بعاااد الحصاااود عماااى نتيجاااة موجبااااة

 sakزئيين اضااوة الااى اتاتخادز الادنا البلازمياادي المتاتخملا مان التالالة المتحولااة كقالاب لبنااء الجااين تختباار الكاا
 مرة اخرىت
 .، تفاعل البممرة المتسمسلية: الستافموكاينيز، كمونةالمفتاح الكممات
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Cloning and Expression of Staphylokinase gene produced from 

Staphylococcus aureus in E. coli DH5α 
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College of Education for Pure Sciences\ University of Anbar 

Abstract 
We selected two local bacterial isolated (A2 and A5) for Stahylococcus aureus 

according its high ability to produce Staphylokinase. The Chromosomal DNA isolated 

and used as a template to amplified sak gene. By polymerase Chain Reaction (PCR) we 

obtained 490 base pair DNA fragment, and ligated with linearized pRSETA cloning 

vector to produced pRSETA-sak recombinant DNA. The ligation products were 

transformed into E. coli DH5α. sak gene successful to produced target protein and gave 

positive result in caseinolytic assy. Then using Extracted DNA plamid as a template to 

amplified sak gene again. 
Keywords: Staphylokinase, cloning, PCR 

 المقدمة
 المهماة والا عوامادالمان   Stahylococcus aureusبكترياا بواتاعةنات  الم Staphylokinase يعاد باروتين

كيماو  1ت21حامض أمينلا باوزن جزيئالا يبما   221ت يتألف هذا البروتين من  (1)لمفايبرين صةصالخثرة المتخ إذابة
ت أدت الدراتاات المتلاحقاة لهاذا الباروتين البكتياري إلاى (2) زوج طاعادي 045بحجاز   sakدالتاون ويفافر لال الجاين

( Plasminogenالبلازمينعجيي    مع يارتبع هاذا الباروتين  حياث ,كية عممال كماذيب لمخثارة الدموياةنيالميك أكبروهز 
بتحميااد  يقااوز بادور  وهااو (Plasmin) , ليقااوز هاذا المعقااد بتحويااد البلازميناوجن إلااى بلازماين262ليكاون معقااد بنتابة 

عماى تحااد ماا البلازماين لفاة العالياة لإوتين التاتاوموكاينيز اأبار لو ت (3)لخثارة الادز  الرئيتلا المكون نبروتين الفايبري
مااا بقيااة عوامااد إذابااة  موازنااةيعااد بااروتين التااتاوموكاينيز ماان المركبااات الرخيصااة نتاابيا  .(4) تااع  الخثاارة الدمويااة

مناااعلا كااون ال تااأثير الجمعااة ويااتزع العمااد حاليااا عمااى الوصااود باال إلااى اىنتاااج عمااى المتااتوى التجاااري ولكاان تياازاد 
توضاحت خصاائلا التاتاوموكاينيز والا ت (5) مصدر  بكتيري هو العامد المحدد اأكبر تتتخدامل عمى نعاا  واتاا
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, عمااار النصاااف لمتاااتاوموكاينيز وااالا البلازماااا لمفاااايبرينعااااللا ذو تخصااالا بعااادد مااان الدراتاااات بكونااال  ةخثااار لمتحميمااال 
حياث تازع عازد  (2) الدراتاة التالا اجراهاامنهاا   sakجاينعمى كموناة  العديد من الدراتات أجريت ت(6) ة( دطيق6.3)

حياث تازع تحمياد الجاين عماى   E. coliوالا بكترياا وكمونتال S. aureuaالجين من بكتريا المكورات العنقودية الذهبياة 
ووالا  تTransformation بعممياة التحاود  E. coli (GJ1158)ونقمال إلاى العزلاة القياتاية pETالبلازمياد الناطاد 

دراتاة الراروف تاز  (ت7) E. coli DH5αوكمونتل ولا التلالة  pET-32ة اخرى تز تحميد الجين عمى الناطد درات
وكانت درجة الحرارة المثماى  E.coli JM 109 (DE3ينيز ولا البكتريا المحورة وراثيا)المثمى ىنتاج بروتين تتاوموكا

المذكور العزلة المحورة اكثر كفاءة ولا إنتاج البروتين وكانت ز حتب الدراتة °13ىنتاج بروتين التتاوموكاينيز ويها 
اد ويتاأثر با ت(8) لعممياة  ةبعض الجيناات والبروتيناات المنرماأمّا التعبير عن الجين المففر لإنزيز والا البكتيرياا ويعتمع

ا الجااين جااين وماان بينهاا 144يقااوز بكااب  اتتتنتاااخ والتعبياار أكثاار ماان  CcpAإنع البااروتين  (9)التعبياار, إذ ذكاار 
sakت 

 المواد وطرائق العمل
جُمعات العازتت البكتيرياة مان مختبارات متتفافى الرماادي العااز والا مديناة الرماادي ومان حااتت : جمع العينات -

ناو   لتاكياداوت ومان ثاز تاز اجاراء اتختباارات الكيموحيوياة  مرضية مختمفاة وتاز اتعتمااد عماى تفاخيلا المختبار
 .(10) البكتريا

تاز اتعتمااد  Staphylokinaseتاوموكاينيز باروتين التا أنتااجلمعرواة طادرة البكترياا عماى  :وتينالكشف عن البرر  -
مزرعاة تاائمة لمعازتت  حُضارت (ت22) وحتاب ماا موصاوف والا Caesinolytic assayين يعمى وحلا الكااز 
 مااتعمااد وحُ  1.5واالا أنبوبااة ابناادورف تااعة  ووضااعتمااد  1ماان كااد مزرعااة  , أُخااذتاااعة 18البكتيريااة بعماار 

خدز جازء مان المزرعاة المتحمماة تاتُ وأ ,Sonicetor (Qsonica, USA)الخلايا بجهاز الموجات وو  الصاوتية 
 400( ماا mMTris- HCL\ 150 mM NaCl 50ماد مان محماود الادار  ) 36زج والا اختباار الكاازينت مُا

 كروويف لمادة دطيقاة واحادة,وباتاتخداز جهااز المااي ممغز من اتكااروز وبعاد إتمااز عممياة اىذاباة بواتاعة الحارارة
الاى ان  تكار  والا عبا  بتاري وتُ  تبجيادا وصُا تزجاماد مان بلازماا الادز, مُ  1مد الحميب التاخن ما  2ف يضأُ 

متحممااة ال البكترياااليتر ماان ماايكرو  50 وضاا واالا كااد حفاارةو تتصامب, تااز بعاادها عمااد حفار واالا الهاالاز المتصاامب 
وجااود منعقااة فاافاوة حااود الحفاارة كاادليد عمااى وعاليااة  مئويااةت تااز ملاحرااة 37تاااعة بدرجااة  18لماادة  تضاانوحُ 

 وتز اختيار العزتت التلا اععت اكبر طعر لممنعقة الففاوةت البروتينت

 Polymerase Chainتفاعد البممرة المتتمتد  باتتخداز تقنية sakتز بناء ومضاعفة جين  sak6جين البناء  -

Reaction (PCR) ماان العاازتت البكتيريااة كقالااب وباتااتخداز بااواد  المعاازود  كروموتااوملاباتااتخداز الاادنا ال
 Reverse: 5)و sak ((forward: 5 CGGGGATCCCTCAAGTTCATTCGAC 3متخصصاة لجاين 

CGGGAATTCTTTCCTTTCTATAACAAC 3 )والمجهزة من فركةEurofine Genomics India Pvt, 

Ltd   وتمت برمجة الجهااز المادراج الحاراري الهنديةتThermal Cycler (TECHNE TC-3000)  وحتاب
دطيقاة واحادة(,  /ز°95مرحماة المتاخ ) -2دطاائ (,  10ز لمادة °95مرحمة المتخ اتولالا ) -1الخعوات التالية 

دطيقاة واحادة(,  /ز°72مرحمة اتتاتعالة ) -4دطيقة واحدة(,  /ز57°) Annealingمرحمة التصا  البواد   -3
هلا مرحماة اتتاتعالة النهائياة و  خامتةثز تميها المرحمة ال دورة 40 بعدد دورات بم  4و 3و 2تز تكرار المراحد 

ز ولا الخعوة اأخيرةت بعد انتهاء التفاعد تز °5دطائ  ثز تخفض درجة الحرارة الى  10لمدة و  ز  72بدرجة حرارة 
دطيقاة بفار  جهاد  40% ولفتارة 1.5 الكفف عن نوات  التفاعاد عان عريا  ترحيمهاا عماى هالاز اتكااروز بتركياز

 مملا وولتت 70يبم  
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المجهاز مان فاركة  PCR purification kit QIAquick اتاتعماد عادة تنقياة الادنا تازّ  :PCRتنقيرة نرواتج  -
QIAGEN   توحتب تعميمات الفركة المجهزة واأملاحالنيوكميتديات  ىزالةتنقية نوات  التضخيز لت 

اأنزيمااان  اتااتخدز ات القاطعررة:الأنزيمررباسررتعمال  PCRونررواتج  pRSETA)قطررع ناقررل الكمونررة )البلازميررد  -
BamHI و EcoRI  لقعاا ناطاد الكموناةpRSETA  ماا حتاب التفاعاد  حضار مازي المتاتعمد والا الدراتاة, و

 تPromega جاء ولا تعميمات فركة

  QIAquick Gel Extraction Kitاتاتعممت عادة اتاتخلالا الادنا  :مرن لارلام الاكراروز اسرتخلا  الردنا -
لاز اتكااااروز مااان هااا المعاماااد باأنزيماااات القاععاااةتاااتخلالا ناطاااد الكمونااال ت QIAGENوالمجهااازة مااان فاااركة 

 وحتب تعميمات الفركةت

 PCRونوات   pRSET))البلازميد بعد معاممة ناطد الكمونة  :sak)الجين ( PCRنواتج  ربط ناقل الكمونة مع -
والمجهازة  AccuPower Ligation PreMixاتاتعممت عادة رباع الادنا  ,EcoRIو  BamHIباأنزيملا القعاا

وحتااب تعميمااات الفااركة المجهاازة أضاايف  sakلااربع ناطااد الكمونااة مااا الجااين الكوريااة  BIONEERماان فااركة 
 ت(1) دروف المكونات الموضحة ولا الجدودلكد أنبوبة ابن

 تفاعل لصق الدنا الهدف بناقل الكمونةالتراكيز النهائية لمكونات  (1جدول )
 ت لتفاعدالمواد المتتخدة ولا ا التركيز النهائلا

100 ng Linear vector DNA) )pRSET 1 

30 ng Insert DNA sak gene 2 

to 20 µl Water, nuclease-free 3 

20 µl Total volume 

 ( والجاينpRSETمان ناطاد الكموناة ) المكوناة تاز نقاد القععاة الهجيناة: Transformation التحول الوراثي -

(sak) (pRSETA-sak) وراثلا الى بكتريا وبعممية التحود الE. coli DH5α  ويتز الكفاف عان نجااح عممياة
مااد( /µg)100لقحاات أنبوبااة اختبااار حاويااة عمااى وتااع لوريااا التااائد والماادعز باتمبتاايمين بتركيااز الكمونااة حيااث 

التعبيار الجينالا ماان خالاد اختباار وعالياة اتناازيز  ياة التحاود الاوراثلا ثااز لاوحربأحاد المتاتعمرات الناتجاة ماان عمم
 .(2) ينيقة اختبار الكاز بعري

 النتائج والمناقشة
وتماات ملاحرااة الصاافات المرهريااة  Blood Agar الاادز كااارتماات تنميااة العاازتت عمااى وتااع اعررزل البكتريررا:  -

وفاااكد المتاااتعمرات عماااى الوتاااع بعااادها تاااز تنقياااة العااازتت عااان عريااا  زراعتهاااا عماااى وتاااع الماااانيتود الممحااالا 
Manitol Salt Agar بكترياا المكاورات العنقودياة الذهبياة وهاو وتاع اختيااري لStaphylococcus aureus 

ولااوحر تغياار لااون الوتااع ماان الااى اأحماار إالااى المااون اتصاافر وهااو ماان اتختبااارات التفخيصااية لهااذ  البكتريااا 
 (10) والتلا تنتجها المكورات العنقودية الذهبية وقع Cogulaseاضاوة الى اجراء اختبار انتاج خميرة التجمع 

ين لتحديااد طابميااة البكتريااا واالا انتاااج بااروتين ياتااتخدز اختبااار الكاااز Caseinolytic assa: ر الكررازيين اختبررا -
 A2التتاوموكاينيز من خلاد تكوين هالة ففاوة حود المتتعمرة كدتلة عماى ايجابياة اتختباارت وكانات العازلتين 

 (ت2فكد ) ى التواللاعمتز  21و 5اتكفأ ولا انتاج اليروتين حين ان طعر الهالة كان   A5و
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الحفرة . Staphylokinase اختبار الكازيين لمكشف عن قدرة البكتريا المنتخبة عمى انتاج البروتين  (1) شكل
 A2معزلة المنتخبة ل 6والحفرة رقم  A5معزلة المنتخبة ل 3رقم 

فاردة ومتألقاة عماى بفاكد حزماة م رهور الدنا الكروموتاوملا (2) الفكد يرهر: الكروموسوميالدنا  استخلا  -
 دطيقاااااااة والكفاااااااف عنااااااال بواتاااااااعة جهااااااااز 40% بعاااااااد ترحيمااااااال كهربائياااااااا لمااااااادة 0.0هااااااالاز اتكااااااااروز بتركياااااااز 

(UV transilluminatorوطدر )  مايكروليتيرت نانوغراز/ 200-120تركيز  بحواللا 

 

فولت لمدة ممي  78هد قدره وفرق ج% 8.8عمى لالام الاكاروز بتركيز  الترحيل الكهربائي لمدنا الكروموسومي (2) الشكل
 دقيقة 48

 Staphylococcus aureus A2الدنا المجيني لمعزلة  البكتيرية  1المسار 
 Staphylococcus aureus A5الدنا المجيني لمعزلة  البكتيرية   2 المسار

 pRSETAالترحيد الكهربائلا لمدنا البلازميدي لمناطد  (3) يوض  الفكد: (pRSETA) استخلا  البلازميد -
البلازمياااد الماااذكور مااان النواطاااد المتاااتعممة بصاااورة واتاااعة وااالا عممياااات التعبيااار عااان  ويعااادّ  (2المتاااار رطاااز  )

 T7ويعاود التابب إلاى كاون  T7المفات  مان العااثلا  T7البروتينات المنتجة خارج مضائفها كونل يعمد بنراز 

RNA polymerse  ماارات ماان  5-4أتاار  يكااون متخصاالا وقااع لمحفاااز المااذكور ويكااون معاادد اتتتنتاااخ
ويحتااوي  ,((12ثانيااة  نيوكميوتديااة/ 200اذ يبماا  معاادد اتتتنتاااخ RNA polymerse  E.coliمعاادد بناااء 

عمااى عاادد ماان المواضااا الحتاتااة المقااروء  لعاادد ماان اأنزيمااات القاععااة ويتواجااد البلازميااد  pRSETAالناطااد 
 pUC9( كونال يحماد منفاأ تكارار مان البلازمياد بعدد كبيار مان النتاخ والا الخمياة الواحادة )مان الناو  المتاترخلا

 ت(13)
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 دقيقة 48فولت لمدة ممي  78وفرق جهد قدره % 8.8عمى لالام الاكاروز بتركيز  pRSETAالترحيل الكهربائي لمبلازميد   (3) شكل

 EcoRIو  BamHIبالانزيمات القاطعة  لالمعام pRSETA ونةناقل الكم  1المسار 
 pRSETA  ناقل الكمونة 2 المسار

نتاائ  الترحياد الكهرباائلا لناوات  تفاعاد  (4) فاكديوضا  اللجين المشفر لأنرزيم سرتافموكاينيز: )تضخيم( ا بناء -
إذ تفااير المعمومااات الااواردة واالا , sakالجااين  دنااا تمثااد حزمااةالبمماارة المتتمتااد لبناااء الجااين المعمااوب المتمثااد ب

واااااااااالا بكتيريااااااااااا  موكاينييزأناااااااااازيز التااااااااااتاويالمفاااااااااافر  sakإلااااااااااى أن الجااااااااااين  NCBIموطااااااااااا طاعاااااااااادة البيانااااااااااات 
Staphylococcus aureus  ت(14,  2) زوج طاعدي 490يبم  حجمل 

 
 دقيقة 48لمدة  فولتممي  78وفرق جهد قدره % 1.5عمى لالام الاكاروز بتركيز  PCRلنواتج  الترحيل الكهربائي (4) شكل

 DNA Ladder  100 bpالدليل الحجمي  1المسار 
 sak الجين 2 المسار
 sakالجين  3المسار 
 معاممة السيطرة السالبة 4المسار 

بعااد عمميااة الترحيااد الكهربااائلا عمااى هاالاز اتكاااروز لناطااد الكمونااة المعامااد : sakتقطيررع ناقررل الكمونررة والجررين  -
 كمااا موضا  والا الفااكدياة القعاا باتنزيماات القاععاة وغيار المعامااد بهاذ  اتنزيماات تااز الكفاف عان نجاااح عمم

 UVى هاااالاز اتكاااااروز بعااااد وحصاااال بجهااااازوجااااد اخااااتلاف واااالا موطعيهمااااا عمااااحيااااث  ,2تااااار رطااااز الم (1)

transilluminator  الكموناة المقعاو  مان الفاكد الحمقالا ويعاود التابب والا اخاتلاف موطعيهماا الاى تحاود ناطاد
 عمى هلاز اتكاروزت لا وباختلاف فكمهما تختمف ترعتهماالفائ  اتلتفاف إلى الفكد الخع

 pRSETA  البلازمياد الكموناة بناطاد sak الجاين رباع تاز :pRSET بناقل الكمونة البلازميد  sakن ربط الجي -
التااالا هااالا عباااارة عااان ناطاااد الكموناااة البلازمياااد  DNA Recombinantلياااتز الحصاااود عماااى طععاااة دناااا هجيناااة 

pRSETA  الحامااد لمجااينsak ( وطااد رمااز لهااذة القععااة البلازمياادpRSETA-sakد خمااات ( وماان ثااز نقماات وا 
أن جمياا الخلاياا النامياة عماى وتاع  تبعممياة التحاود الاوراثلا E. coli DH5αطععة الادنا الهجيناة الاى بكتيرياا 
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(ت ارهارت النتاائ  وكماا pRSETA-sak) sakلوريا المدعز باتمبتيمين حاممة لناطد الكمونة المرتبع بل الجين 
-pRSETA)رة المتتمتاد وباتاتعماد البلازمياد بتقنية تفاعد البمما sakالجين  عن بناء (1) موض  ولا الفكد

sakبكتيريا من  ( المتتخملاE. coli DH5α  المتحولاة كقالاب لبنااء الجاين دتلاة عماى وجاود الجاينsak  والا
 بعد التحود الوراثلات E. coli DH5αالبلازميد المتتخملا من البكتيريا 

 
 دقيقة 48لمدة  فولتممي  78وفرق جهد قدره % 1.5تركيز عمى لالام الاكاروز ب PCRلنواتج  الترحيل الكهربائي (5) شكل

 DNA Ladder  100bpالدليل الحجمي  1المسار 
 pRSETAالمحمول عمى البلازميد  sakالجين  2المسار 

( المتاتخملا مان pRSETA-sak والبلازمياد  (pRSETA)لمبلازمياد اأصاملا  أما نتيجة الترحياد الكهرباائلا
وهاذا ياددّ  1kbpبادليد الحجمالا ن اختلاواً ولا الحجز باين البلازميادين عناد مقارنتهماا وتبي  E. coli DH5αبكيتريا 

وناطاد الكموناة ماا العماز أنّ كالا البلازميادين عاوملا بأحاد اأنزيماات  sakعمى نجاح عممية المص  بين طععة الجين 
 (ت2) اععة لضمان تفابهما بالفكد الخعلاالق

 
وفرق % 8.8المعامل وغير المعامل بالأنزيمات القاطعة عمى لالام الاكاروز بتركيز  pRSETAميد  الترحيل الكهربائي لمبلاز  (6) شكل

 دقيقة 48فولت لمدة  78جهد قدره 

 DNA Ladder  1kbpالدليل الحجمي  1المسار 
 BamHIبأنزيم القطع المعامل  pRSETAالبلازميد  2 المسار

 BamHI( المعاممة بأنزيم القطع pRSETA-sak) DNA Recombinantقطعة الدنا لاجينة  3 لمسارا
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بعاد تمقاي  أنبوباة اختباار حاوياة عماى وتاع لورياا التاائد و : التعبير عن الجين المشفر لبروتين السرتافموكاينيز -
 150المدعز باأمبتمين بأحد المتتعمرات النامية بعاد عممياة التحاود الاوراثلا حضانت بالحاضانة الهازازة بتارعة 

تاااعة وتااز اجااراء اختبااار الكااازيين لمكفااف عاان طابميااة البكتريااا المتحولااة عمااى انتاااج بااروتين  10دطيقااة لماادة /دورة
تااتاوموكاينيز وكاناات النتيجااة موجبااة ولااوحر تكااون هالااة حااود المتااتعمرات الناميااة دتلااة عمااى نجاااح الجااين واالا 

وهو  (7) , الفكد Transformationلتلا تحولت بعممية التحود الوراثلاا E. coli DH5αالتعبير ولا البكتريا 
معااااب  لماااا جااااء وااالا بحاااوث تاااابقة اتاااتخدمت هاااذا اتختباااار لمتحقااا  مااان نجااااح عممياااة التعبيااار لجاااين المفااافر 

 (ت0و 7, 2كاينيز)لمتتاومو 

 
 لمبكتريا المتحولة caseinolytic Testين ئيوضح اختبار الكاز  (7) شكل

 Staphylococcus aureus A2بكتريا  -1
 controlالسيطرة  – C  بعد عممية التحول الوراثي  E. coli (DH5α)بكتريا  -2
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