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 انخلاطت

 اعزخهض انًٕٓٛلاٚغٍٛ يٍ يضسٔع ثكزشٚب انكٕنٛشا انًًُبح ػهٗ ٔعؾ َوٛغ انوهت ٔانذيبؽ ثبعزخذاو انطشد انًشكض٘ 

 دهٛوخ، َٔوٙ انًٕٓٛلاٚغٍٛ ثخطٕاد ػذح شًهذ انزشعٛت ثكجشٚزبد الأيَٕٕٛو 15دهٛوخ نًذح / دٔسح 5000ثغشػخ  (و°4)انًجشد 

 ٔانزششٛؼ انٓلايٙ DEAE-Cellulose ٔ كشٔيٕرٕؿشاكٛب انزجبدل ألإَٚٙ ثبعزخذاو انًجبدل ألإَٚٙ 75% ثُغجخ إشجبع 

كبٌ انٕصٌ %. 32.47 ٔ يوذاس انؾظٛهخ انًٕٓٛلاٚغُٛٛخ 24.26، ثهـذ ػذد يشاد انزُوٛخ Sephadex G-100ثبعزخذاو ْلاو 

.  ػهٗ انزٕان8ٙ-6 ٔ 6انشهى انٓٛذسٔعُٛٙ الايضم نلؼبنٛخ ٔصجبد انًٕٓٛلاٚغٍٛ كبٌ .  دانز19490ٌٕانغضٚئٙ نلإَضٚى انًُوٗ 

و ، ٔاَخلؼذ انلؼبنٛخ  °45-20 دهٛوخ ثًذٖ يٍ دسعبد انؾشاسح ثٍٛ 15أؽزلع انًٕٓٛلاٚغٍٛ ثكبيم كؼبنٛزـّ ػُذ ؽؼُّ نًذح 

. و °30و، كًب نٕؽـع أٌ أهظٗ كؼبنٛخ نلأَضٚى كـبَذ ػُذ دسعخ  °45انًٕٓٛلاٚغُّٛٛ ثؼذ انؾؼٍ ػُذ دسعخ ؽشاسح 

. ػًبد انكٕنٛشا،رُوٛخ انًٕٓٛلاٚغٍٛ، رٕطٛق انًٕٓٛلاٚغٍٛ: انكهًبث انًفتبحٍه 

Purification and characterization of Hemolysin produced by local 

isolates of Vibrio cholera 

 

Mohammed Ibrahem  Nader     , Amer Hani   Razaq AL.Shammary  

Muthanna Abdulkhader Al-Mahdawi, 

Abstract 

 The Hemolysin was Extracted from Vibrio cholera cultured on Brain Heart infusion by 

cold centrifugation 5000 r/min for 15 min at 4°C, and purified by several steps, including 

precipitation with 75% saturation ammonium sulphate, ion exchange chromatography using 

DEAE-cellulose and gel filtration on Sephadex G-100 column. The obtained purification fold 

and recovery were 24.26 unit /ml and 32.47% respectively. The molecular weight of the enzyme 

is about 19490 Dalton as determined by gel filtration. The optimum pH for activity and stability 

was 6 and 6-8 respectively. The enzyme retained its original activity when incubated at 20-45
o
C 

for 15 min, the activity of the enzyme decreased after enzyme incubation at 45
o
C. The maximum 

enzyme activity observed at 30
o
C. 

Key wards: Vibrio cholera, haemolysin purification, haemolysin characterization.  
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انًمذيت 

 رًزهك ثكزشٚب انٓٛؼخ انؼذٚذ يٍ ػٕايم انؼشأح انزٙ رؤْهٓب لأؽذاس نلإطبثبد انًؼٕٚخ ٔانزغجت ثًشع الإعٓبل 

انزٚلبَبد انذاخهٛخ رزًضم .  ػهٗ إَزبط انؼذٚذ يٍ انزٚلبَبد انذاخهٛخ ٔ انزٚلبَبد انخبسعٛخرٓبانكٕنٛش٘، ٔيٍ ْزِ انؼٕايم هبثهٙ

 انز٘ ٕٚعذ ػًٍ رشكٛت انغذاس انخهLPSٕ٘ثًزؼذد انغكشاٚذ أنذُْٙ 
(1)

، ٔٚزظق ْزا انزٚلبٌ ثضجبرّ انؾشاس٘ ٔانز٘ ًٚضم 

ٔ انزٚلبَبد انخبسعٛخ رزؼًٍ إَٔاع ػذٚذح أًْٓب . انزشكٛت انًغزؼذ٘ نٓزِ انجكزشٚب انز٘ ٚكغجٓب طلخ انزخظض

Enterotoxin  ػجبسح ػٍ يبدح ثشٔرُٛٛخ ؽغبعخ نهؾشاسح ، كًب رؼذ رٚلبَبد ْٙ ٔ Cytotoxins ٔ Hemolysin ٍي 

انزٚلبَبد انًًٓخ انزٙ رلشصْب ثكزشٚب انٓٛؼخ
(2)

 .

 ,E. coli, Staphylococcus ُٔٚزظ انًٕٓٛلاٚغٍٛ يٍ إَٔاع كضٛش يٍ انجكزشٚب انغبنجخ ٔانًٕعجخ نظجـخ كشاو يضم 

Shigella, Pseudomonas, Aeromonas, Vibrio, Clostridium 
(5,6)

ٔ ٚخزهق كٙ أعبعّ انغضٚئٙ يٍ ثكزشٚب .

لأخشٖ، ٔٚشرجؾ إَزبعّ ؿبنجب ثبنؼضلاد انًشػٛخ كوذ اػزجشد يٍ ػٕايم ػشأح انجكزشٚب
(3)

ُٚزًٙ انًٕٓٛلاٚغٍٛ إنٗ يغًٕػخ . 

يٍ انجشٔرُٛبد انًؾههخ نخلاٚب انذو انؾًشاء ٔٚؼذ يٍ انزٚلبَبد انخبسط  خهٕٚخ انخطٛشح، ٔنٓب رأصٛشاد ػهٗ أؿشٛخ انخلاٚب 

انًزأصشح  ٔرؾههٓب، ٔاٌ يٍ أْى خلاٚب انٓذف نٓزِ انزٚلبٌ ْٙ خلاٚب انذو انؾًشاء نلإَغبٌ ٔانؾٕٛاَبد يغججخ رؾهم كشٚب انذو 

انؾًشاء كًب إٌ نجؼغ إَٔاػٓب رأصٛشاً عبيب ػهٗ خلاٚب انذو انجٛؼبء
(4)

 . 

يٍ لاعزخلاص انًٕٓٛلاٚغٍٛ يٍ انًضسٔع انجكزٛش٘  Cooling centrifugeانُجز انًشكض٘ انًجشد اعزخذيذ ؽشٚوّ 

هجم اؿهت انجبؽضٍٛ
(7،8،9)

ٔ َوٙ ثئرجبع عهغهخ يٍ انخطٕاد ٔ انزٙ رزؼًٍ ؽشائن كظم يزُٕػخ انـشع يُٓب كظم . 

انًٕٓٛلاٚغٍٛ ػٍ انًٕٓٛلاٚغُٛبد ٔ انًٕاد انخهٕٚخ الأخشٖ انًٕعٕدح كٙ انًغزخهض انخبو
(10،11)

ْذكذ ْزِ انذساعخ .

اعزخلاص ٔرُوٛخ ٔ رٕطٛق انًٕٓٛلاٚغٍٛ انًُزظ يٍ ػضنخ يؾهٛخ يٍ ثكزشٚب انكٕنٛشا
(12)

 .

انًىاد وطرائك انعًم 

  ٍٍَشطذ انؼضنخ انًخزبسح: استخلاص انهًٍىلاٌس
(12)

ؽؼش ٔكن رؼهًٛبد ) ثضسػٓب كٙ ٔعؾ َوٛغ انوهت ٔانذيبؽ 

 يم يٍ َلظ 200عبػخ، ثؼذْب نوؾذ أسثغ دٔاسم عؼخ ا نزش ؽبٔٚخ كم يُٓب 24و ٔنًذح 37ٔؽؼُذ ثذسعخ  (انششكخ انًغٓضح

10×5يم يٍ انًضسٔع انًُشؾ ثزشكٛض نهوبػ % 1انٕعؾ أنضسػٙ ثئػبكخ 
8  

يم نكم دٔسم، ؽؼُذ انذٔاسم ثذسعخ / خهٛخ

عًغ انشائن كٙ هُبَٙ، .  دهٛوخ15دهٛوخ نًذح / دٔسح 5000 عبػخ صى َجز انًضسٔع انجكزٛش٘ ثًُجزِ يجشدح ثغشػخ 48و نًذح 30

. ٔهذسد  انلؼبنٛخ انًٕٓٛلاٚغُٛٛخ ٔرشكٛض انجشٔرٍٛ كٙ سائن انًضسػخ

 ٍٍ(13) اػزًذد ؽشٚوخ: تمذٌر فعبنٍت انهًٍىلاٌس
Namdari and Bottone  ٙنزوذٚش كؼبنٛخ انًٕٓٛلاٚغٍٛ ٔكبلار : 

 يهٛهزش يٍ ؽبكٙ انًضسٔع انجكزٛش٘ ٔ ؽؼٍ كٙ دسعخ ؽشاسح 0.5 يهٛهزش يٍ ػبنن كشٚبد انذو انؾًش إنٗ 1أػٛق 

 َبَٕيزش نوٛبط انخلاٚب انًزؾههخ يٍ كشٚبد انذو 544 دهٛوخ، صى هشئذ ثغٓبص انًطٛبف انؼٕئٙ ٔثطٕل يٕعٙ 60نًذح °و37

عغهذ .  يهٛهزش يٍ يؾهٕل داسا انلٕعلبد0.5ثئػبكخ ػبنن كشٚبد انذو انؾًش إنٗ  (Blank)ؽؼش انًؾهٕل انكقء . انؾًش

. يٍ انزؾهم% 50ػهٗ إَٓب انؾذ الأدَٗ يٍ الإًَٔرط انلاصو لإَزبط  (Hemolytic unit)انلؼبنٛخ انزؾهٛهٛخ 

 ٍٍارجؼذ ؽشٚوخ ثشادكٕس : تمذٌر تركٍس انبروت
(14)

Bradford ٙنزوذٚش رشكٛض انجشٔرٍٛ ثبعزخذاو انًُؾُٗ انوٛبع 

 . ثبعزخذاو يؾهٕل أنجٕيٍٛ يظم أنجوش٘(BSA)نجشٔرٍٛ أنجٕيٍٛ انًظم أنجوش٘ 

 ٍٍشًهذ خطٕاد رُوٛخ إَضٚى انًٕٓٛلاٚغٍٛ انًُزظ يٍ انؼضنخ انًخزبسح  ػهٗ رشكـٛض : تُمٍت إَسٌى انهًٍىلاٌس

انًٕٓٛلاٚغٍٛ ثبعزؼًبل كجشٚزبد الأيَٕٕٛو ٔ كشٔيبرٕؿشاكٛب انزجبدل الإَٔٚٙ ٔانزششٛؼ انٓلايٙ 
(15; 16)

، ٔكًٛب ٚأرٙ يهخض 

. نخطٕاد انزُوٛخ
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 انترسٍب بكبرٌتبث الأيىٍَىو -ا 

رذسٚغٛب كٙ ؽًبو صهغٙ يغ انزؾشٚك % 25ػٛلذ ثهٕساد كجشٚزبد الأيَٕٕٛو إنٗ انًغزخهض انخبو ثُغجخ إشجبع أ

ػٛلذ أخز انشائن ٔأ.  دهٛوخ30و نًذح °4ثذسعخ ؽشاسح  دهٛوخ/ دٔسح10000ف عبػخ، صى َجز انًؾهٕل ثغشػخ ـانًغزًش نًذح َض

 دهٛوخ/ دٔسح10000رؾذ انظشٔف َلغٓب، صى َجز انًؾهٕل ثغشػخ % 50ع ثبنّ ثهٕساد كجشٚزبد الأيَٕٕٛو نزظم َغجخ الإػ

، صى َجز انًؾهٕل  %75 دهٛوخ، اخز انشائن ٔ أػٛق نّ كجشٚزبد الأيَٕٕٛو نزظم َغجخ الإشجبع نـ 30و نًذح °4ثذسعخ ؽشاسح 

هم ؽغى يٍ داسا كٕعلبد أرٚت انشاعت كٙ أ دهٛوخ، أًْم انشائن، 30و نًذح °4 ثذسعخ ؽشاسح دهٛوخ/ دٔسح10000ثغشػخ 

لاد يـٍ انًؾهٕل داسا ـــأعشد ػًـهٛخ انذٚهضِ ؽـٛبل ػـذح رجذ٘. 7.5 يٕلاس ر٘ انشهى انٓٛذسٔع0.2ُٙٛانجٕربعٕٛو ثزشكٛض

 . عبػخ ، رى روذٚش انلؼبنٛخ انًٕٓٛلاٚغُٛٛخ ٔرشكٛض انجشٔرٍٛ كٙ انًُٕرط24كٕعلبد انجٕربعٕٛو نًذح 

 DEAE–Celluloseكرويبتىغرافٍب انتببدل الأٌىًَ ببستخذاو انًببدل - 2

-DEAEػهٗ ػًٕد انزجبدل الإَٔٚٙ  (رشكٛض ثكجشٚزبد الأيَٕٕٛو)يشس انًٕٓٛلاٚغٍٛ انخبو انُبرظ يٍ انخطٕح انغبثوخ 

sepharose عى ٔكوبً نهطشٚوخ انًٕطٕكخ يٍ هجم 12×3 ر٘ أثؼبد 
(17)

Whiteker and Bernhard ثؼذ ؿغم انؼًٕد ثؼؼق 

 1ؽغًّ ثُلظ يؾهٕل انًٕاصَخ، اعزشد انًٕٓٛلاٚغٍٛ ثٕعبؽخ انزذسط انًهؾٙ انخطٙ ثبعزؼًبل يهؼ كهٕسٚذ انظٕدٕٚو ثزشكٛض 

عًؼذ الأعضاء انؾبٔٚخ ػهٗ كؼبنٛخ إَضًٚٛخ ٔ أعشٚذ نٓب . عبػخ/ يم20عضء ٔثغشػخ عشٚبٌ يوذاسْب / يم3يٕلاس ثٕاهغ 

 .7.5 يٕلاس ر٘ أط ْٛذسٔعُٛٙ يوذاسِ 0.1ػًهٛخ انزُبكز انـشبئٙ ؽٛبل داسٖ كٕعلبد انجٕربعٕٛو ثزشكٛض 

 Sephadex–G100كرويىتىغرافٍب انترشٍح انهلايً ببستعًبل انهلاو ٍ- 3

 Sepharose-4Bأػٛق يؾهٕل انًٕٓٛلاٚغُٛٙ انًُوٗ عضئٛب ثؼذ خطٕح انزجبدل الإَٔٚٙ إنٗ ػًٕد انزششٛؼ انٓلايٙ 

 7.5 يٕلاس داسا كٕعلبد انجٕربعٕٛو ر٘ انشهى انٓٛذسٔعُٛٙ 0.2 عى، ٔاعزشدد الأعضاء يٍ انؼًٕد ثبعزخذاو 35×1.5ثأثؼبد 

هٛغذ الايزظبطٛخ نلأعضاء انُبكزح ػهٗ ؽٕل . أَجٕثخ/ يم5عبػخ ؽٛش عًؼذ الأعضاء انُبكزح ثٕاهغ / يم12ٔثغشػخ عشٚبٌ 

اخزجشد انلؼبنٛخ نلأعضاء انًلظٕنخ ٔانزٙ شكهذ .  َبَٕيزش، ٔسعًذ انؼلاهخ يبثٍٛ الايزظبطٛخ ٔ الأعضاء انُبكزح 280يٕعٙ 

انوًى كٙ يُؾُٗ انؼلاهخ ٔعًؼذ الأعضاء انًؾزٕٚخ ػهٗ انلؼبنٛخ ٔرى رشكٛضْب ثبعزخذاو أَبثٛت انذٚهضِ ٔ انغكشٔص ثذسعخ ؽشاسح 

. و لإعشاء انزغبسة انلاؽوخ°20-و صى هٛغذ انلؼبنٛخ ٔانؾغى ٔرشكٛض انجشٔرٍٛ، ٔؽلع انًُٕرط كٙ دسعخ  4°

 ًرى عًغ الأعضاء انلؼبنخ انُبرغخ يٍ خطٕح انزششٛؼ انٓلايٙ ثؼذ رشكٛضْب ؽٛش يشسد يشح صبَٛخ : تمذٌر انىزٌ انجسٌئ

  ؽٛش اعزشدد الأعضاء يٍ انؼًٕد Sephadex–G100خلال ػًٕد انزششٛؼ انٓلايٙ َلغّ ثبعزؼًبل ْلاو انغٛلبدكظ 

 3عبػخ ٔثٕاهغ / يم12 ٔثُلظ عشػخ انغشٚب7.5ٌ يٕلاس يٍ كٕعلبد انجٕربعٕٛو ر٘ انشهى انٓٛذسٔعُٛٙ 0.2ثبعزخذاو 

 َبَٕيٛزش ٔسعًذ انؼلاهخ يبثٍٛ الايزظبطٛخ ٔ الأعضاء 280عضء ٔهٛغذ الايزظبطٛخ نلأعضاء انُبكزح ػهٗ ؽٕل يٕعٙ /يم

اخزجشد انلؼبنٛخ نلأعضاء انًلظٕنخ ٔانزٙ شكهذ هًخ ٔاؽذح كٙ يُؾُٙ انؼلاهخ ٔعًؼذ الأعضاء انًؾزٕٚخ ػهٗ انلؼبنٛخ . انُبكزح

و صى اعزخذيذ نزؾذٚذ انٕصٌ انغضئٙ نلإَضٚى انز٘ ؽذد ثزوُٛخ °4ٔرى رشكٛضْب ثبعزخذاو أَبثٛت انذٚهضِ ٔ انغكشٔص ثذسعخ 

 كٙ 7.5 يٕلاس ر٘ انشهى انٓٛذسٔعُٛٙ 0.2كٕعلبد انجٕربعٕٛو  انزششٛؼ انٓلايٙ ٔثبعزؼًبل َلظ انؼًٕد ٔانًؾهٕل انذاسا 

اعزشد كم يٍ انذكغزشاٌ الأصسم ٔانجشٔرُٛبد انوٛبعٛخ ٔ انًٕٓٛلاٚغٍٛ ثغشػخ عشٚبٌ . خطٕرٙ انًٕاصَخ ٔالاعزشداد نهؼًٕد

 نهؼًٕد ثئيشاس انذكغزشاٌ الأصسم ٔاؽزغبة ؽغى الاعزشداد (Vo)هذس ؽغى انلشاؽ .  يم نهغضء انٕاؽذ5عبػخ ثٕاهغ / يم12

 نهجشٔرُٛبد انوٛبعٛخ ٔ انًٕٓٛلاٚغٍٛ كوذسد (Ve) َبَٕيزش، أيب أؽغبو الاعزشداد 600نّ ثوٛبط الايزظبطٛخ ػهٗ ؽٕل يٕعٙ 

 َبَٕيٛزش ثشكم يغزوم نكم ثشٔرٍٛ، ػٍٛ انٕصٌ انغضٚئٙ نلإَضٚى يٍ انًُؾُٗ 280ثوٛبط الايزظبطٛخ ػهٗ ؽٕل يٕعٙ 

 يوبثم نٕؿبسٚزى انٕصٌ (Ve/Vo)انوٛبعـٙ نهؼـلاهخ ثٍٛ َغـجخ ؽغى اعزشداد انجشٔرٍٛ انوٛبعٙ إنٗ ؽغى انذكغزشاٌ الأصسم 

. انغضٚئٙ نهجشٔرُٛبد انوٛبعٛخ

 يضعذ أؽغبو يزغبٔٚخ يٍ انًؾبنٛم انذاسئخ انًؾؼشح : تعٍٍ انرلى انهٍذروجًٍُ الأيثم نفعبنٍت انهًٍىلاٌسٍٍ انًُمى

ػٛق أ دهٛوخ صى 30و نًذح °30 يغ يبدح انزلبػم، ٔػؼذ الأَبثٛت كٙ ؽًبو يبئٙ ثذسعخ 10-4ثأسهبو ْٛذسٔعُٛٛخ يخزهلخ يٍ 

 دهٛوخ صى أٔهق انزلبػم ٔهذسد انلؼبنٛخ انًٕٓٛلاٚغُٛٛخ  ٔسعًذ 30يؾهٕل انًٕٓٛلاٚغٍٛ إنٗ يؾبنٛم يبدح انزلبػم ٔؽؼٍ نًذح 

 .انؼلاهخ ثٍٛ انلؼبنٛخ انًٕٓٛلاٚغُٛٛخ ؽٛبل انشهى انٓٛذسٔعُٛٙ نًؾهٕل انًٕٓٛلاٚغٍٛ

 يضعذ أؽغبو يزغبٔٚخ يٍ يؾهٕل انًٕٓٛلاٚغٍٛ انًُوٗ يغ : تحذٌذ انرلى انهٍذروجًٍُ نثببث انهًٍىلاٌسٍٍ انًُمى

 دهٛوخ صى 30و نًذح °30ٔؽؼُذ الأَبثٛت كٙ ؽًبو يبئٙ ثذسعخ  10-4يؾبنٛم انذاسئخ راد الأسهبو انٓٛذسٔعُٛٛخ انًخزهلخ ال
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ؽٛبل انشهى انٓٛذسٔعُٛٙ نًؾهٕل  (%)سعًذ انؼلاهخ ثٍٛ انلؼبنٛخ انًزجوٛخ . ثشدد يجبششح كٙ ؽًبو صهغٙ ٔهـذسد انلـؼبنٛخ

 .يضم نضجبد انًٕٓٛلاٚغٍٛلأانًٕٓٛلاٚغٍٛ نزؾذٚذ انشهى انٓٛذسٔعُٛٙ ا

 ٔثذسعبد 6ٌ يؾهٕل يبدح انزلبػم ثشهى ْٛذسٔعُٛٙ عػ: تعٍٍ درجت انحرارة انًثهى نفعبنٍت انهًٍىلاٌسٍٍ انًُمى 

سعًذ انؼلاهخ ثٍٛ .  دهٛوخ، صى أػٛق إنّٛ يؾهٕل انًٕٓٛلاٚغٍٛ ٔهذسد انلؼبنٛخ15و نًذح °80-20ؽشاسٚخ يخزهلخ رشأؽذ يٍ 

. دسعخ انؾشاسح انًئٕٚخ ٔانلؼبنٛخ انًٕٓٛلاٚغُٛٛخ نزؾذٚذ دسعخ انؾشاسح انًضهٗ نلؼبنٛزّ

 ثذسعبد ؽشاسٚخ  انًُوٗ  يم يٍ يؾهٕل انًٕٓٛلاٚغ0.2ٍٛؽؼٍ : تحذٌذ درجت انحرارة نثببث انهًٍىلاٌسٍٍ انًُمى

ثـشدد الأَبثٛت يجبششح كٙ .  دهٛوخ15 دسعبد ؽشاسٚخ يٍ يؾهٕل ٜخش نًذح 5و ٔثزذسط يوذاسِ °80-20يخزهلخ رشأؽذ ثٍٛ 

 .سعًذ انؼلاهخ ثٍٛ انُغجخ انًئٕٚخ نهلؼبنٛخ انًزجوٛخ ٔدسعخ انؾشاسح. (%)ؽًبو صهـغٙ ٔهـذسد انلؼبنٛخ انًٕٓٛلاٚغُٛخ انًزجوٛخ 

 

انُتبئج وانًُبلشت 

 دهٛوخ، 15دهٛوخ نًذح / دٔسح5000اعزخهض انًٕٓٛلاٚغٍٛ انخبو يٍ انًضسٔع انجكزٛش٘ ثٕعبؽخ انُجز ثًُجزح يجشدح ثغشػخ 

رؼذ ؽشٚوخ الاعزخلاص ثٕعبؽخ انُجز انًشكض٘ انًجشد يٍ أكضش . يهـى ثشٔرٍٛ/ ٔؽذح69إر ثهـذ انلؼبنٛخ انُٕػٛخ نهًٕٓٛلاٚغٍٛ 

انطشائن شٕٛػبً كٙ اعزخلاص ْزا انًٕٓٛلاٚغٍٛ
(11)

 .

ٔأػوجٓب كشٔيبرٕؿشاكٛب % 75َوٙ انًٕٓٛلاٚغٍٛ ثؼذح خطٕاد شًهذ انزشعٛت ثكجشٚزبد الأيَٕٕٛو ثُغجخ إشجبع 

ثهـذ انلؼبنٛخ  (%75انزشعٛت ثكجشٚزبد الأيَٕٕٛو ثُغجخ إشجبع )كٙ انخطٕح الأٔنٗ نهزُوٛخ . انزجبدل الإَٔٚٙ ٔانزششٛؼ انٓلايٙ

أٔل خطٕاد انزُوٛخ انزشعٛت %. 54.75 يشح ٔثؾظٛهخ إَضًٚٛخ 6.27يهـى ٔثهؾ ػذد يشاد انزُوٛخ / ٔؽذح10.63انُٕػٛخ 

ثبعزخذاو كجشٚزبد الأيَٕٕٛو نـشع رشكٛض انًٕٓٛلاٚغٍٛ ٔ ػضنّ يٍ ؽبكٙ انًضسٔع انجكزٛش٘ ٔ ٚؾذس انزشعٛت َزٛغخ يؼبدنخ 

انشؾُبد انًٕعٕدح ػهٗ عطؼ انجشٔرٍٛ ثلؼم انًهؼ ٔالإخلال ثطجوخ انًبء انًؾٛطخ ثغضٚئبد انجشٔرٍٛ ٔيٍ صى رشعٛجّ
(15)

، كوذ . 

Honda ٔ Finklesteinانجبؽضبٌ  اعزخذو
(10)

 إر ثهـذ هًٛخ انلؼبنٛخ ،50%رشعٛت ثكجشٚزبد الأيَٕٕٛو ثُغجخ إشجبع هذسْب  ال

 ٔعًبػزYamamotoّأيب . 3.64 ٔؽذِ ٔػذد يشاد انزُوٛخ417.600انكهٛخ  
(8)

كوذ اعزخذو انزشعٛت ثُغجخ إشجبع يوذاسْب  

10×2ٔكبَذ هًٛخ انلؼبنٛخ انكهٛخ ، %60
6

صى ٚزجغ ْزِ انخطٕح إعشاء ػًهٛخ انذٚهضِ ػذ داسا . 1 ٔؽذِ ٔػذد يشاد انزُوٛخ 

Tris-hydrochloride buffer ُٙٛعبػخ18 نًذح 8 ر٘ سهى ْٛذسٔع 
(11)

 .

، إر DEAE-celluloseكٙ خطٕح كشٔيبرٕؿشاكٛب انزجبدل الإَٔٚٙ اعزؼًم انًجبدل الإَٔٚٙ صُبئٙ اصٛم ايُٕٛ اصٛم عهٛغهٕص 

يشس انًٕٓٛلاٚغٍٛ انًُوٗ ثبنخطٕح الأنٗ كٙ انؼًٕد ٔنٕؽع ظٕٓس أسثؼخ هًى ثشٔرُٛٛخ ػُذ هشاءح الايزظبص ػهٗ ؽٕل 

، رى رغًٛؼٓب ٔرشكٛضْب ٔهذ أػطذ 22-8ٔثوٛبط انلؼبنٛخ نلإَضٚى رشكضد انلؼبنٛخ كٙ الأعضاء  (1شكم ) َبَٕيٛزش 280يٕعٙ 

صى يشسد ْزِ الأعضاء كٙ ػًٕد انزششٛؼ انٓلايٙ ثبعزخذاو ْلاو انغٛلبدكظ . يهـى ثشٔرٍٛ/ ٔؽذح16,95كؼبنٛخ َٕػٛخ ثهـذ 

G100 َٙبَٕيٛزش نلأعضاء انُبكزح رى انؾظٕل ػهٗ صلاصخ 280 كًشؽهخ صبنضخ نهزُوٛخ، ٔػُذ هشاءح الايزظبطٛخ ػهٗ ؽٕل يٕع 

، رى رغًٛغ ْزِ الأعضاء ٔرشكٛضْب ٔهذ أػطذ كؼبنٛخ َٕػٛخ 24-14هًى ثشٔرُٛٛخ، ٔثوٛبط انلؼبنٛخ رشكضد انلؼبنٛخ كٙ الأعضاء 

. عغم صٚبدح انلؼبنٛخ انُٕػٛخ كٙ عًٛغ خطٕاد انزُوٛخ. يهـى/ ٔؽذح41.12ثهـذ 

تحذٌذ بعض طفبث انهًٍىلاٌسٍٍ انًُمى  

:- اعزخذيذ ػذح روُٛبد نزؾذٚذ طلبد انًٕٓٛلاٚغٍٛ انًُوٗ ٔيُٓب 

. تحذٌذ انىزٌ انجسٌئً نلإَسٌى -1

عًؼذ الأعضاء انلؼبنخ يٍ خطٕح انزششٛؼ انٓلايٙ ثؼذ رشكٛضْب ٔيشسد صبَٛخ خلال ػًٕد انزششٛؼ انٓلايٙ ثبعزؼًبل 

صى  (2انشكم) 24-14 ٔنٕؽع اَلظبل هًخ ٔاؽذح نهجشٔرٍٛ راد كؼبنٛخ يؾظٕسح ثٍٛ الأعضاء G100ْلاو انغٛلبدكظ 

. سكضد ٔاعزخذيذ نزوذٚش انٕصٌ انغضٚئٙ

( Ve/Vo)انًُؾُٗ انوٛبعٙ نهٕؿبسٚزى انٕصٌ انغضٚئٙ يوبثم َغجخ ؽغى الاعزشداد إنٗ ؽغى انلشاؽ  (3)ٕٚػؼ انشكم

نهجشٔرُٛبد انوٛبعٛخ انًغزؼًهخ كٙ ػًٕد انزششٛؼ انٓلايٙ، ٔهذس انٕصٌ انغضٚئٙ نهًٕٓٛلاٚغٍٛ يٍ خلال ْزِ انؼلاهخ إر ثهؾ 

Honda ٔ Finkelstein دانزٌٕ، ٔاٌ انُزٛغخ يوبسثخ نًب رٕطم إنّٛ انجبؽضبٌ 19490
(16)

 ػُذ روذٚش انٕصٌ انغضٚئٙ 

 . دانز20000ٌٕنهًٕٓٛلاٚغٍٛ انًُزظ يٍ ثكزشٚب انٓٛؼخ، إر ثهؾ 
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 تحذٌذ انرلى انهٍذروجًٍُ الأيثم نفعبنٍت وثببث انهًٍىلاٌسٍٍ -2

 10-4رى دساعخ رأصٛش انشهى انٓٛذسٔعُٛٙ كٙ كؼبنٛخ انًٕٓٛلاٚغٍٛ انًُوٗ ػُذ هٛى أسهبو ْٛذسٔعُٛٛخ رشأؽذ ثٍٛ 

، (4)يم  شكم/ ٔؽذح193 إر أػطٗ أػهٗ هًٛخ نهلؼبنٛخ ثهـذ 6كظٓش إٌ انشهى انٓٛذسٔعُٛٙ الأيضم نلؼبنٛخ انًٕٓٛلاٚغٍٛ ْٕ 

ٔنٕؽع ؽذٔس اَخلبع كٙ انلؼبنٛخ ػُذ هٛى الأسهبو انٓٛذسٔعُٛٛخ انوبػذٚخ ٔ انؾًؼٛخ ْٔزا سثًب ٚؼٕد إنٗ رـٛش كٙ رشكٛجّ 

. انضلاصٙ

ٔػُذ دساعخ رأصٛش انشهى انٓٛذسٔعُٛٙ كٙ صجبد انًٕٓٛلاٚغٍٛ انًُوٗ، ثُٛذ انُزبئظ إٌ انشهى انٓٛذسٔعُٛٙ الأيضم نضجبد 

. يٍ كؼبنٛزّ ػُذ ْزِ انوٛى% 100%-96.6، إر أؽزلع انًٕٓٛلاٚغٍٛ ثًب ٚوبسة 8-6انًٕٓٛلاٚغٍٛ ٚوغ ػًٍ يذٖ ٚزشأػ ثٍٛ 

ٔاَخلؼذ انلؼبنٛخ ػُذ الأسهبو انٓٛذسٔعُٛٛخ انجؼٛذح ػٍ ْزا انًذٖ، إر اَخلؼذ انلؼبنٛخ انًزجوٛخ ثشكم يهؾٕظ كٙ انشهى 

ٔكزنك اَخلؼذ ، (يٍ كؼبنٛزّ الأطهٛخ ػُذ الأسهبو انٓٛذسٔعُٛٛخ انوبػذٚخ% 20.3اؽزلع انًٕٓٛلاٚغٍٛ ثـ  ) 10انٓٛذسٔعُٛٙ 

ػُذ انشهى انٓٛذسٔعُٛٙ  % 25ثهـذ انلؼبنٛخ انًزجوٛخ انًٕٓٛلاٚغٍٛ ؽٕانٙ ) 4-5انلؼبنٛخ ػُـذ هـٛى انشهى انٓٛذسٔعُٛٙ الأهم يٍ

ٚؼٕد ْزا الاَخلبع إنٗ رأصٛش انشهى انٓٛذسٔعُٛٙ كٙ رـٛش انزشكٛت انضبنضٙ ٔانضبَٕ٘ نغضٚئّ انًٕٓٛلاٚغٍٛ سثًب . (5انشكم( )5

ٔرـٛش انؾبنخ الإَٔٚٛخ نهًٕهغ انلؼبل، كًب هذ ٚؾذس يغخ ػكغٙ كٙ انًؾبنٛم انؾًؼٛخ ٔانوـبػـذٚخ انًـزطشكخ
(18)

. 

تحذٌذ درجت انحرارة انًثهى نفعبنٍت وثببث انهًٍىلاٌسٍٍ انًُمى  -3

ؽٛش رضداد . رأصٛش دسعبد انؾشاسح انًخزهلخ كٙ كؼبنٛخ انًٕٓٛلاٚغٍٛ (6)ٚلاؽع يٍ انُـزبئظ انًٕػؾخ كٙ انشـكم 

يم ثؼذْب اَخلؼذ انلؼـبنٛخ ؽزٗ ٔطهذ / ٔؽذح192، إر ثهـذ انلؼبنٛخ ؽٕانٙ °و30انلؼـبنٛـخ يـغ اسرلبع دسعـبد انؾـشاسح نؾذ 

 .°و80يم ػُذ دسعـخ ؽشاسح / ٔؽذح12إنٗ 

 15 دسعبد ثٍٛ دسعخ ٔأخشٖ نًذح 5و ثلبسم °80-20 َزبئظ ؽؼٍ انًٕٓٛلاٚغٍٛ ثذسعبد ؽشاسٚخ يخزهلخ ثٛذ إٌ

" ، ثؼذْب ثذأد انلؼبنٛخ ثبلاَخلبع رذسٚغٛب°و45-20دهٛوخ، ثُٛذ إٌ انًٕٓٛلاٚغٍٛ اؽزلع ثكبيم كؼبنٛزّ ػُذ دسعبد انؾشاسح 

و انشكم °60ػُذ ؽؼُٓب ثذسعخ ؽشاسح % 11يغ اسرلبع دسعبد انؾشاسح إر ثهـذ انلؼبنٛخ انًزجوٛخ لإَضٚى انًٕٓٛلاٚغٍٛ ؽٕانٙ 

إٌ اَخلبع انلؼبنٛخ انًٕٓٛلاٚغُٛٛخ ػُذ سكغ دسعبد انؾشاسح سثًب ٚؼٕد إنٗ رأصٛشْب كٙ انزشكٛت انضلاصٙ يًب ٚؤد٘ إنٗ . (7)

 .يغخ انًٕٓٛلاٚغٍٛ ٔكوذاٌ كؼبنّٛ

تُمٍت انهًٍىلاٌسٍٍ انًُتج يٍ عسنت يحهٍت نبكترٌب انهٍضت  (1)انجذول 

انخــــــطىة 
انحجى 

 (يم)

انفعبنٍت 

 (يم/وحذة)

انبروتٍٍ 

 (يم/يهغى)

انفعبنٍت انُىعٍت 

 (يهغى بروتٍٍ/وحذة)

انفعبنٍت انكهٍت 

 (وحذة)

عذد يراث 

انتُمٍت 

انحظٍهت 

 )%(

انًستخهض انخبو 

 
100 117 69 1.695 11700 1 100 

انتركٍس بكبرٌتبث الايىٍَىو بُسبت  

% 75اشببع 
20 320 30.1 10.63 6400 6.27 54.70 

كرويبتىغرافٍب انتببدل الاٌىًَ 

 
20 234 13.80 16.95 4680 7.31 40.0 

كرويبتىغرافٍب انترشٍح انهلايً 

 
20 190 4.62 41.12 1900 24.26 32.47 
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 عى نزُوٛخ اَضٚى 3x12 ثبثؼبد DEAE-celluloseكشٔيبرٕؿشاكٛب انزجبدل الإَٚٙ ثبعزخذاو ػًٕد انًجبدل  (1)شكم 
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 ثبثؼبد Sephadex-G100كشٔيبرٕؿشاكٛب انزششٛؼ انٓلايٙ نهًٕٓٛلاٚغٍٛ ثبعزخذاو ػًٕد انزششٛؼ انٓلايٙ  (2)انشكم

1.5X35 عبػخ / يم12 ٔثغشػخ عشٚبٌ 7.5 يٕلاس يٍ داسا انلٕعلبد ر٘ سهى ْٛذسٔعُٛٙ 0.2رى انـغم ثًؾهٕل .  عى

. عبػخ/  يم 4ٔثٕاهغ 
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تحذٌذ انىزٌ انجسٌئً نههًٍىلاٌسٍٍ انًُتج يٍ انعسنت انًحهٍت نبكترٌب انهٍضت ببستخذاو انترشٍح انهلايً  ( 3)انشكم
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فً فعبنٍت انهًٍىلاٌسٍٍ انًُمى يٍ انعسنت انًحهٍت نبكترٌب  ( 10-4)تأثٍر لٍى يختهفت يٍ انرلى انهٍذروجًٍُ  ( 4)انشكم 

 انهٍضت

 

 

lysozymes 14000 

vibrio hemolysin 19490 

Bovin  Serum Albumin 67000 

Trypsin 23000 
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فً  ثببث انهًٍىلاٌسٍٍ انًُمى يٍ انعسنت انًحهٍت نبكتٍرٌب  (12-5)تأثٍر لٍى يختهفت يٍ انرلى انهٍذروجًٍُ  ( 5)انشكم 

انهٍضت 
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 انهٍضت  فً فعبنٍت اانهًٍىلاٌسٍٍ انًُمى يٍ بكترٌب°و(80-20)تأثٍر درجبث انحرارة انًختهفت ( 6)انشكم
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 انثببث انحـراري نههًٍىلاٌسٍٍ انًـُمى يـٍ انعـسنـت انًحــهٍت نبكــترٌب انهٍضت  بتعرٌضهب نــــذرجــــبث حـــــرارة (7)انشكم 

و  ( 80 -20 )يختهفت 
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