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 (Polymorpho nuclear) تععدد  الاوويةالملايبيزات الخلايا توصيف و  تنقية

 المعزولة من حليب الابقار المصابة بالتعهاب الضرع
 **             عامر محمد علي الشيخ*غازي منعم عزيز*             ازهار جواد الموسوي

 الملخص                                    
بالتعهاب الضرع  ةبقر  مصاب حليبالمتعحصل عليها من  PMNتععدد  الاووية المزات الخلايا تنقية لايبي تتـم

بابعاد Cellulose  Diethyl Amino Ethyl (DEAE – cellulose )الأيونيالمبادل  مستعخدابا ،المفتععل
عبرهلام والترشيح الهلامي ( pH 7مولارو 0.005( سم الموازن بمحلول فوسفات الصوديوم الدارئ )28×1.5)

مولار فوسفات  0.2تمت الموازوة والأسترداد بمحلول  .( سم32× 1.5بابعاد )( Sephadex G – 50السيفادكس )
لحصول على امكن ا مل / جزء. 4مل / ساعة وبــواقع  10وبسرعة جريان  7الصوديوم الدارئ ذي الأس الهيدروجيني 

 ،48.97 وعدد مرات التعنقية والفعالية النوعية صيلة الإوزيمية، وكاوت الحCوA،  B وزـالرم أعطيـت صور اوزيميةثلاث 
ملغم للإوزيمات الثلاثة تباعا. وحد / 50و 35،  63.63 ، مر  19.01و 13.30،  24.19 ؛ %37.16و 23.87

 درس ثماذ ظهر ان جميع الإوزيمات كاوت ذات وقاو  جزئية،  الترحيل الكهربائي اختعبرت وقاو  الإوزيمات الثلاثة بأجراء
 تباعا CوA،  B  للاوزيمات دالتعون 15800و 13600و  6000وكان  الوزن الجزيئيالتي شملت بعض من صفاتها 

لوحظ ان فعالية اللايبيزات و  .6.5( كان (C( و(Bوزيمي لإو  A) )7.5وزم والذي بلغ للإ الأمثلالهيدروجيني  الأسو 
، ثم انخفضت الفعالية مع ارتفاع Cم للإوزم 45oو Bم للإوزم 30oو Aم للإوزم 40oتزداد مع ارتفاع درجة الحرار  لغاية 

وبلغت قيمة  .م70 درجة حرار  فيوحد / مل للإوزيمات الثلاثة تباعا  0.04و 0.015،  0.01درجة الحرار  حتى بلغت 
( (Bلإوزم ول 9.57( Aاللازمة لتعحويل الماد  الأساس إلى ناتج للإوزم )  (Activiation Energy)طاقة التعنشيط

الثلاثة عند معاملتعها  اللايبيزات انخفاض في فعالية حدوثلوحظ  .كيلو سعر  / مول  6.58( Cوللإوزم ) 10.68
 37 (C)وللإوزيـم  %14و 20 (B)، وللإوزم %35و 39.9  (A)بأيونات الزئبق، فقد بلغت الفعالية المتعبقية للإوزم

على التعوالي، وأدت أيونات النحاس ايضا إلى تثبيط واضح في فعالية  ملى مولار 5و 1عند المعاملة بتركيز  %26.4و
 A ، Bالإوزيمات اذ كاوت الفعالية المتعبقية للإوزيمات 

 %34.8و 12.4،  35ملى مولار في حين كاوت  1بتركيز تباعا عند معاملتعها  %40و C49.3 ، 26.5 بواقع و 
انخفاض في الفعالية الإوزيمية عند حضنها مـع أيونات الحديد  حدوث ملي مولار، كذلك لوحظ 5تباعا عند معاملتعها بتركيز 

ملي  1للإوزيمات الثلاثة تباعا عند معاملتعها بتركيز  %39.9و 58، 72كاوت وسبة الفعالية المتعبقية   دقيقة، اذ 30لمد  
 Phenyl لم تظهر و . تباعا %37.5و 52، 58ر اذ بلغت ملي مولا 5وانخفضت اكثر عنـد معاملتعها بتركيز  .مولار

Methyl Sulfonyl Flouride ((PMSF الإوزيمات بكامل فعاليتعها ذ احتعفظت إ ةتأثيرا في فعالية الإوزيمات الثلاث
الإوزيمـات الثلاثة قليلا بوجود العوامل الكلابية  عند حضنها بالتركيزين ذاتيهما مـن هـذه الماد ، فـي حين انخفضت فعالية

chelating agents)مثل ) EDTA ،وانخفضت فعالية الإوزيمـات الثـلاثة بشكل واضـح عنـد  عند هذين التركيزين
،  19.25جزء كربوهيدراتي بنسبة  على Cو A، B بروتينات اللايبيزات احتعوت .-mercaptoethanol 2استعخدام 
 تباعا. %28.65و 15.47

 
 

 
 جزء من اطروحة الدكتعوراه للباحث الاول.   

 بغداد، العراق.-امعة بغدادج -* كلية الزراعة 
 بغداد، العراق.-جامعة بغداد -** كلية العلوم 
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 المقدمة
إوزيمات اللايبيز من المصادر البايولوجية المختعلفة ذات التعأثير الكبير والمختعلف من حيت فعاليتعها وتخصصها تعد 

ات الحليب بشكل وقي لتعحديد ومعرفة لايبيز ان، لـذا جرت محاولات عديد  لعزل فـي صناعة الألب منها يتععلق ما وخاصة
ت امن  أينجز ( على 14) وجماعتعه Harperأسلوب عملها وتخصصها، فقـد حصل  لحليب لهما فعالية لايبيز بروتينا

س الهيدروجينيمن حيث قيم  مختعلفة تركيز اكبر من الإوزم  ( فقد حصلوا على22) Hashimotoو  Saito، أماالا
إلى احتعواء الخلايا  (14)  وجماعتعه Harper شارأ الطرد المركزي وكروماتوكرافيا الورق. مرات عند استععمال 5–3بمقدار 

دالتعون عندما قاما بأجراء عملية الترحيل الكهربائي لمعلق  7000الجسمية على إوزم لايبيز داخلي يبلغ وزوه الجزيئي 
تكون  فعالية لايبيزات الخلايا البيض ( ان4تعه )وجماع Bastion ذكر .على هلام الاكريل امايد المتععدد الخلايا الجسمية

( فقد 2م اما الراوي )37o يه ر  لعمل لايبيزات الخلايا البيضان أفضل درجة حراو  7.5أقصاها في أس هيدروجيني 
كاوت   %2بيوترين والاوترالبيد بنسبة  ثلاثيعند استعخدام ال زات الخلايا البيضلاحظ ان أفضل درجة حرار  لعمل لايبي

40o.م 
، فقد ذكر (23) ثنائية التعكافـــؤ مثـل الكالســيوم والمغنسيــومالإوزم اللايبيز بوساطـة الأيونات ينشط 
Constantin ( ان لأيون الكالسيوم دور 10وجماعتعه )  في زياد  السرعة الأولية للإوزيمات المحللة للدهون، وأوضح ا 

Kates (15أن دور أيون الكالسيوم في التعنشيط يع ) إزالة التعأثير المثبط للأحماض الدهنية بتعكوين  علىود إلى قدرته
لأحماض الدهنية. تعمل الأيونات الموجبة كأيونات مضاد  مع اومن ثم يمنع أعاد  تكوين آصر  الأستر  .صابون الكالسيوم

لك لتعكوين ملح للشحنة السالبة للأحماض الدهنية التي تتعجمع عند الســطح البيني وخاصة أيونات الكالسيوم وذ
  (.13)الكالســيوم للحامض الدهنـي 

  Esteraseي فعالية إوزم ــــــالمختعلفة ف العناصر المعدويةتأثير  م( عند دراستعه12وجماعتعه ) Gerardاشار 
(Mucor miehaii)  2إلى ان ZnCl  كان له تأثير معنوي في تثبيط فعالية الإوزم عندpH 6.5 وان 8و ،

  MnCl 2اظهرت تاثيرا تثبيطيا في فعالية الإوزم وكان تاثير  4OCuSو 4OS2)4(NH4FeSo  ،2MnCl مركبات
 .6.5مع مقاروة  8 الاس الهيدروجينيالتعثبيطي اكبر عند 

  Pseudomonas tolaasiiن بكترياز الخارج خلوي المنتعج م( أن إوزم اللايبي5) Foxو Baral أشار
ولم يظهر أي تأثير تثبيطي من قبل  O- phenantrolineن م جة اكبربدر  EDTAاطة الممرضة وباتيا  يثبط بوس

PMSF مراض المهمة التي تصيب الحيوانات التعهاب الضرع من الأ ويستععيد الإوزم وشاطه بوساطة أيون الكالسيوم. ويعد
اشية الحليب اذ بينت كثر كلفة بين موهو المرض الأ( 16،24)من الباحثين بدراستعه  اللبووة في العالم لذلك اهتعم الكثير

مليار  لىإخسار  اقتعصادية تصل  لىإن هذا المرض يؤدي أ بعض الإحصائيات التي اجريت فـي الولايات المتعحد  الامريكية
 Cordes (17 ،)Mcو  Mahlerشارأوتعـاج الحليب وفي هـذا الصدد أدولار سنويا وهذه الخسار  ناتجـة عـن انخفاض 

Dowll (18 ) فضلا عن تكاليف %28رض التعهاب الضرع أدت إلى انخفاض إوتعاج الحليب بنحو بم الإصابةن أالى ،
سببه من خسار   وما يمرض التعهاب الضرع بالعراق  الى اوتعشارالعلاج وأسعار الأبقار التي تحل محل الأبقار المصابة. وظرا 

 تععدد  الاوويةالمالمنتعجة من الخلايا  كبير  ولعدم وجود دراسة على النطاق المحلي تهتعم بدراسة صفات إوزيمات اللايبيز
PMN  تنقية وتوصيف لايبيزات الخلايا  لىإفقد هدفت هذه الدراسةPMN  ،بطرائق الفصل الكروماتوغرافية المعروفة

  .PMNتنتعجها الخلايا  التي زالتي تساعد في تثبيط اوزيمات اللايبيية ئبعض المضافات الكيمياوتحديد دور 
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 البحث مواد وطرائق
  فتععال التعهاب الضرعا

كلية   –سليمة تابعة لحقل أبقار قسم الثرو  الحيواوية  بقر  ارباع ضرعقنت لاحداث التعهاب الضرع المفتععل ح
 4 تركـيزه Escherichia coliلبكتريا  (Endo toxin)مل من الذيفان الداخلي  2جامعة بغداد بمقدار  –الزراعة 

  .(21)في كل ربع وديوم م من كلوريد الصغ 0.85لحي الفسيولوجي مايكرو غرام/ مل )مذاب في المحلول الم
  لكشف عن التعهاب الضرعا

ع ووا العد المجهري التعفريقي لأ .(1الراوي ) كما ذكره  (White side test)استععمل اختعبار الوايت سايد 
(، (Coles 9 رية كـما وصفهـافي نماذج الحليب بالطريقة المجه اع الخلايا البيضو وأشخصت  :في الحليب الخلايا البيض

  Dimick(3.) و Azzara اـي وصفهـة التعـال الطريقـب باستععمـمن الحلي عزل عالق الخلايا البيضبعدها 
 عزل الخلايا اللمفاوية والبلعمية الكبير  والمتععدد  الاووية من الخلايا البيض 

 16، 45لاثة تراكيز مختعلفة )بثFicoll وباستعخدام Dimick (3 )و  Azzaraاـي ذكرهـالتعطريقة اتبعت ال
  .(%7و

 تحضير مجنس عالق الخلايا المتععدد  الاووية 
جريت له عملية تجنيس بوساطة المجنس اليدوي الزجاجي إو  pbsالمخفف بمحلول PMN خذ عالق خلايا أ

خذ الرائق الذي م، ا4حرار  درجة دقائق وعلى  10ولمد   ×250gجريت عملية وبذ مركزي على سرعة إوبعدها  الصغير
 التعجارب اللاحقة عليه. لإجراء PMNيمثل مجنس عالق الخلايا 

   Bradford (8).الطريقة الموصوفة من قبل تاستعخدم :تقدير تركيز البروتين
  فعالية اللايبيزات تقدير

در  على القا وزملإانها كمية رفت وحد  الفعالية بأوع .(2)الراوي  والمذكور  من قبل  Bier (6)حسب طريقة
 تحرير مايكرومكافئ واحد من الحامض خلال دقيقة واحد  تحت ظروف التعقدير. 

  اللايبيز تتنقية إوزيما
 باستعخدام المبادل الايوني الأيونيبادل تعال غرافياتقنية كروماتو  وقيت اوزيمات اللايبيز باتباع عد  خطوات تضمنت

DEAE-cellulose بلتبعا للطريقة الموصوفة من ق ،نشطالمWhitaker  (27 ) تمت موازوتعه بمحلـول والذي
تم تركيز  سم.28×1.5بعاد بأ ليعطي عمودا   ، وعبئ7هيدروجيني  اسمولار و  0.005 فوسفات الصوديوم الدارئ بتركيز

وبدأ بجمع  .واجريت خطوت الغسل بمحلول الموازوة وفسه .ثم مرر على عمود المبادل .المحلول الإوزيمي باستعخدام السكروز
البروتين في  تمت متعابعة كمامل للجزء الواحد،   4مل/ ساعة وبواقع  16الأجزاء )البروتينات غير المرتبطة( بسرعة جريان 

الفعالية الأوزيمية للأجزاء غير المرتبطة،  وقيستناوومتر  280الأجزاء المتعجمعة بقياس امتعصاص الضوء على طول موجي 
 واسمولار  0.005بادل باستعخـدام محلول فوسفات الصوديوم الدارئ بتركيزلمبعدها استردت البروتينات المـرتبطة با

محلول الحجم للجمعت الأجزاء الفعالة وقيس فيها كل من و ، من كلوريد الصوديوم خطيوبتعدرج ملحي  7هيدروجيني 
السكروز لتعهيئتعه للخطو   مالنموذج باستعخدا لتععيين الفعالية النوعية للإوزم ثم ركززيمي والفعالية وتركيز البروتين الاو

 Sephadex لامحضره اذ Sephadex G-50تقنية كروموتوغرافيا الترشيح الهلامي في عمود  باستععمال اللاحقة.

G-50 ات الشركة المجهز بحسب تعليم(Pharmcia Fine Chemicals)   32×1.5بعاد عبأ ليعطي عمودا بأو 
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مـرر المحلول الإوزيمي  .7هيدروجيني واس مولار  0.2م الدارئ بتركيز محلول فوسفات الصوديو تمت موازوتعه بمحلـول و سم، 
محلول الموازوة جريت عملية الاسترداد بوساطة إو  Sephadex G-50ـلام هخطو  التعبادل ألايوني على عمود  المركز بعد

البروتين في الأجزاء ذ تمت متعابعة إ ،مل / ساعة 10مل للجزء الواحد وبسرعة جريان  4جمعت الأجزاء بواقع . اعلاه
ة وقيس فيها كل اليتعها، بعدها جمعت الأجزاء الفعال وقدرت فعترناووم 280المنفصلة بقراء  الامتعصاص على طول موجي 

تم اختعبار و  أنابيبوتركيز البروتين، ثم وزعت المحاليل الإوزيمية المنقا  في  الاوزيمية الفعاليةقدرت من حجم المحلول الاوزيمي و 
 .تجميدها

  اختعبار وقاو  الاوزيمات
 تععدد الاكريلامايد تحت ظروف غير ماسخة.المالهلام باستعخدام Pailjiac (20 )طريقة اتبعت 
  توصيف الإوزم

Steelwagen (26 ) لإوزيمات اللايبيز بطريقة الترشيح الهلامي تبعا للطريقة التي ذكرها الجزيئيالوزن  قدر
 ;insulin, 6000Da; lysozyme, 14400 Da; Trypsin, 23000 Da) يةباستععمال البروتينات القياس

Bovine Serum Albumin, 67000 Da) عن طريق تحضير  الإوزيمات لفعاليةمثل لأاالهيدروجيني  الاستعيين  وتم
ق الهيدروجيني الامثل لثبات الاوزم عن طريالاس . كما حدد 9–5بين تراوحت  هيدروجينية مختعلفة سسماد  التعفاعل في ا

وكذلك  .دقيقة ثم حسبت الفعالية المتعبقية للاوزم 30لمد   9–5هيدروجينية بين حضن الاوزم مع محاليل دارئة بأسس 
ة ـــقدرت طاقكما م  70و 20، وتراوحت درجات الحرار  المستععملة بين الإوزيماتوثبات درجة الحرار  المثلى لفعالية عينت 
سم لوغاريتعم ثابت السرعة زمة لتعحويل الماد  الاساس إلى ناتج من خلال ر اللا (Activation  energy) طـــالتعنشي

للتعفاعل والمقدر بوساطة إوزيمات اللايبيز المنقا  بقياس سرعة التعفاعـل   observed reaction rateالملاحظ
عادلة بتعطبيق م o(k(م تجاه مقلوب درجة الحرار  المطلقة  70-20 ت بينتراوحدرجات حـرار   فيللإوزيمات 

Arrehenus فعالية الاوزم  في تأثير الايونات الفلزية والعوامل المختعزلة والكلابية ولعرفة .(25) وميل المنحنى المرسوم
ملي مولار بصور  منفصلة لكل ملح من الأملاح  5و 1ت الفلزات الايووية بتركيزين محاليل كلوريدا لاوزم معافقد حضن 
 0.2سفات الصوديوم )بتركيز بمحلول فو  اذابة كل منهاو  CuCl3FeCl ,2HgCl ,2, KCl2CaCl ,2المستعخدمة 

 بإذابتعهاملي مولار  5و 1بتركيزين  mercaptoethanol -2و EDTA محاليلحضرت و  (.6.5و pH 7 مولار،
ملي مولار  5و 1بتركيزين  PMSFضرت ماد  حو  (.6.5و pH  7مولار، 0.2سفات الصوديوم )بتركيز بمحلول فو 

حامض الكبريتعيك الموصوفة من قبل  - ستعخدمت طريقة الفينولاربوهيدرات ولتعقدير الك .في الكحول المثيلي بإذابتعها
Dubois ( 11وجماعتعه.)  

 النتعائج والمناقشة  
لى احتعوت ع .ظهور قمة واحد  للبروتين في خطو  الغسل (1)شكل  التعبادل الأيوني تبين وتعائج كروموتوغرافيا

قمم بروتينية عند استرداد البروتينات  ة، بينما اوفصلت خمسالمستعحصلة من هذه الخطو  19–14جزاء فعالية إوزيمية في الأ
( مما يدل على ان 72–51( والثالثة )47–44زاء المسترد  للقمتعين الأولى )المرتبطة مع ظهور الفعالية الإوزيمية عند الأج

لها: الأول  IPون متعناظرات اوزيمية لللايبيز تختعلف في قيميمكن ان تكصور اوزيمية للايبيزات أفرزت ثلاث  PMNخلايا 
والمستعحصل عليه بخطو  الغسل يحمل شحنة موجبة مشابهة لشحنة المبادل الأيوني اما الإوزيمين الاخرين والمستعحصل 

ساعدت في سترداد فيحملان محصلة شحنة سالبة معاكسة لشحنة المبادل الأيوني في الظروف المستعخدمة عليهما بخطو  الا
الموجبة وهما مختعلفان فيما بينهما بمحصلة الشحنة وكثافتعها مما أدى إلى تباين قو  ارتباطهما بماد   بالمجموعاتارتباطهما 



 2009   4عدد  14مجلة الزراعة العراقية   )عدد خاص(   مجلد

 153 

تمت الإشار  إلى الإوزم المستعحصل عليه ، لمتعدرجة من كلوريد الصوديومالمبادل الأيوني واوفصالهما عنه بتعأثير القو  الملحية ا
  Bين ـرداد بالحرفـة الاستعـوللإوزيمين المستعحصل عليهما بمرحل Aل بالحرف من مرحلة الغس

وحد  / ملغم بروتين بعدد مرات تنقية  19و 17.85،  18.75بلغت الفعالية النوعية لهذه البروتينات بالتعتعابع C. و
لقد  (.1 لتباعا )جدو  %87.23و 32.79 ،57.36مر  تباعا وحصيلة إوزيمية مقدارها  7.22و 6.78 ، 7.13

على عمود  Aلوحظ عند امرار الإوزم اذ في هذه الدراسة بخطو  الترشيح الهلامي  اللايبيزاتاستعكملت عملية تنقية 
 زاءـي الأجـزت فـناوومتر، تمتعلك فعالية إوزيمية ترك 280الترشيح الهلامي وجود قمة للبروتين عند قياسها على طول موجي 

وحد  / ملغم بروتين بعدد مرات تنقية  63.63ء وكاوت الفعالية النوعية لها جمعت هذه الأجزا .(2شكل ) 13–8
على عمود الترشيح الهلامي لوحظ وجود قمة للبروتين  Bما عند إمرار الإوزم أ. %48.97زيمية مر  وحصيلة إو 24.19

 .. جمعت مع بعضها(3شكل) 11–8 فعالية إوزيمية تركزت في الأجزاءناوومتر، تمتعلك  280عند قياسها على طول موجي 
. اظهر %23.87مر . وحصيلة إوزيمية  13.30وحد  / ملغم بروتين بعدد مرات تنقية  35النوعية  تعهافعاليوكاوت 
موجي على عمود الترشيح الهلامي وجود قمة البروتين عند قياسها على طول  C( الذي يمثل تمرير الاوزم 4) الشكل
وحد  /  50والتي تم جمعها وكاوت الفعالية النوعية لها  17–11جزاء ية تركـزت فـي الأناوومتر، تمتعلك فعالية إوزيم 280

 (.1جدول) %37.16مر  وحصيلة إوزيمية  19.01 ملغم بروتين بعدد مرات تنقية
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ل الايوني بادباستعخدام عمود الم PMN كروماتوغرافيا التعبادل الايوني لتعنقية اوزيمات اللايبيز من خلايا  :1كل ش

(DEAE –Cellulose( بابعاد )0.005( سم الموازن بمحلول فوسفات الصوديوم الدارئ )28×1.5 
( 1–0.1م الدارئ بتعـدرج ملحـي خطـي )تم الاسترداد بمحلول فوسفات الصوديو و ( 7 هيدروجين اسو  مولار

 مل / جزء. 4مل / ساعة وبواقع  16مولار وسرعة جريان 
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  PMNة إوزيمات اللايبيز من خلاياخطوات تنقي :1جدول 

 الحجم الخطو 
 )مل(

 الفعالية
 )وحد /مل(

 تركيز البروتين
 )ملغم/مل(

الفعالية 
 النوعية

 )وحد /ملغم(

الفعالية 
 الكلية

 )وحد (

عدد مرات 
 التعنقية

 الحصيلة
)%( 

 100 1 22.88 2.63 0.696 1.83 12.5 المستعخلص الإوزيمي الخام

 DEAEالمبادل الأيوني 
 لول الغسلمح

 

 17.5 0.75 0.040 18.75 13.13 7.13 57.39 (Aإوزم )

 - - - - - - - محلول الأسترداد

 15.0 0.50 0.028 17.85 7.50 6.79 32.79 (Bإوزم )

 35.0 0.57 0.030 19.00 19.95 7.22 87.19 (Cإوزم )

 الترشيح الهلامي
Sephadex( G – 50) 

 

 16.0 0.70 0.011 63.64 11.2 24.20 49.12 (Aإوزم )

 13.0 0.42 0.012 35.00 5.46 13.30 23.98 (Bإوزم )

 17.0 0.50 0.010 50.00 8.50 19.01 37.15 (Cإوزم )

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
بابعاد  Sephadex G-50بأستعخدام عمود هلام   PMN( من خلايا Aالترشيح الهلامي لتعنقية إوزم ) :2شكل 

 7 الهيدروجيني سالامولار فوسفات الصوديوم الدارئ ذي  0.2اد بمحلول الأستردتم و ( سم 32× 1.5)
   مل / جزء. 4ـواقع مل / ساعة وب 10وبسرعة جريان 
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بابعاد  Sephadex (G-50)بأستعخدام عمود هلام  PMN( من خلايا Bالترشيح الهلامي لتعنقية إوزيـم ) :3شكل 
اس مولار فوسفات الصوديوم الدارئ ذي  0.2وازوة والأسترداد بمحلول تمت المو  .( سم32× 1.5)

 مل / جزء. 4مل/ساعة وبــواقع  10وبسرعة جريان  7الهيدروجيني 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

بابعاد  Sephadex (G-50)بأستعخدام عمود هلام   PMN( من خلاياCالترشيح الهلامي لتعنقية إوزم ) :4شكل
اس مولار فوسفات الصوديوم الدارئ ذي  0.2زوة والأسترداد بمحلول تمت المواو ( سم 32× 1.5)

 مل / جزء. 4مل / ساعة وبــواقع  10وبسرعة جريان  7الهيدروجيني 
 وقاو  الإوزيمات بالترحيل الكهربائي في هلام متععدد الاكريل امايد بغياب المواد الماسخة  ديدتح

الذي يمثل المستعخلص الإوزيمي الخام، بينما  - 1 رقم -سارحزم بروتينية عد  في الم( ظهور 5الشكل ) يبين
المنقا  بالترشيح PMN  المعزول مـن خلايا A ذي يمثل إوزم اللايبيزـال – 2رقم  -يلاحظ ظهور حزمتعين بروتينية في المسار

سبة ضئيلة من إلى وجود و Aويمكن ان يعزى ظهور الحزمة الاخرى مع إوزم  A تمثل احدى الحزمتعين إوزم الهلامي
 - 4ار رقم ـوالمس Bم ـوالذي يمثل الإوزي - 3  رقم -، وظهور حزمة بروتينية مفرد  في كل من المسارالبروتينات الملوثة
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 لذا ،طابق منحنى البروتين مع الفعاليةاذ لم يتع( للترشيح الهلامي 4، 3، 2) الاشكالوهذا يؤكد  .Cالذي يمثل الإوزم 
 .االإوزم منقى جزئييكون 

 
 
 

 
 

            
        

 

 

 
 

 

 15بتركيز باستعخدام متععدد الاكريل امايد  PMNمن خلايا  ةالمنتعـجو  المنقا الكهربائي لإوزيمـات اللايبيز الترحيل  :5شكل 
 ماسخة، إذ تشير الأسهم إلى الحزم البروتينية. ظروف غيرعند  %

 Cإوزم  – B                  4إوزم  – A         3 إوزم  – 2        المستعخلص الخام – 1
 

 توصيف إوزيمات اللايبيز 
 6000بوساطة تقنية الترشيح الهلامي وكان قيد الدراسة  Cو Bو  Aالوزن الجزيئي لإوزيمات اللايبيزقدر  :الوزن الجزيئي

  .(6)الشكل دالتعون تباعا  15800و 13600 ،
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 (A،B،C)ي لتعقدير الوزن الجزيئي لإوزيمات اللايبيز المنحنى القياس :6شكل 
 .Sephadex G – 50بطريقة الترشيح الهلامي على عمود PMN من خلايا  المنقا                                 

 

 : إوزيمات اللايبيز وثبات ( الامثل لفعاليةpHالهيدروجيني )الاس تعيين 
( (Bوإوزيمي  7.5( كان (Aالهيدروجيني الامثل لفعالية إوزم  لاسا ان (7)بينت النتعائج الموضحة في الشكل 

الامثل الاس الهيدروجيني ان  (4، 2)دراسات سابقة اليه  توهذه النتعيجة تتعوافق الى حد ما مع ما اشار  6.5( كان (Cو
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 الاسك ثباتا تجاه يمتعل (A) ( ان اللايبيز8ويلاحظ من الشكل ) .7.5كان   ة إوزيمات لايبيز الخلايا البيضلفعالي
من فعاليتعه  %43ن فعاليتعه، الا اوه فقد بحدود م %70اذ احتعفظ باكثر من  8–6 الكائنة بين الهيدروجيني عند القيم

فأوه يمتعلك  (B)ما الإوزم أ، 9الهيدروجيني  الاسمن فعاليتعه عند  %60 مقدار، بينما احتعفظ بـ5الهيدروجيني  الاسعند 
من  %40اوه فقد بحدود  لاإمن فعاليتعه،  %90اذ احتعفظ باكثر من  7.5–5.5الهيدروجيني عند القيم  الاسثباتا تجاه 

 C)، وان الإوزم )9 الهيدروجيني الاسمن فعاليتعه عند  %28 ، بينما احتعفظ بمقدار5الهيدروجيني  الاسفعاليتعه عند 
الااوه فقد بحدود مـن فعاليتعه،  %98حتعفظ باكثر من اذ ا 7 – 6الهيدروجيني عند القيم المتععادلة  الاسيمتعلك ثباتا تجاه 

. ويمكن ان 9 الهيدروجيني الاسمن فعاليتعه عند  %40 بمقدار، بينما احتعفظ 5الهيدروجيني  الاسمن فعاليتعه عند  55%
وتين الإوزيمات الهيدروجينية الحامضية إلى تأثير حموضة الوسط في تركيب بر  الاسسيعود سبب انخفاض فعالية اللايبيزات في 

الهيدروجيني عن الحد الامثل يؤدي إلى مسخ البروتين  الاس قيم الموجود  في الموقع الفعال، وان زياد المجموعات وتأين 
 الحامضية او عكسي في المحاليل الشديد  وقــد يحـدث مسخ لا، (25) ع الفعال وفقـدان فعالية الإوزموتغير تركيب الموق

 لاوزيماتيمكن الاستعدلال من النتعائج ان  .(28الفعال وفقـدان الإوزم لفعاليتعه )طبيعـة الموقـع  إلـى تغييرالقاعـدية مما يؤدي 
اللايبيز مدى ثبات يمتعد من القيم المتععادلة إلى القيم القاعدية، اذ يمكن خزوه ضمن هذا المدى مع ضمان احتعفاظه بقيمة 

روجيني للحليب الطازج قد يكون مناسبا للحفاظ على فعالية لايبيزات الهيد الاسجيد  من فعاليتعه. ومن هذا يتعضح ان 
PMN الي ابراز وشاطه في الحليب الخاموبالتع. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 ثلاثيمختعلفة باستعخدام ال هيدروجينية سسبا PMNمن خلايا المنقا  ( A،B،C)فعالية إوزيمات اللايبيز  :7شكل 
 .بيوترين محلولا للتعفاعل

                                                                                                                                      
 

                                                                                                                         
 
 
 
 
 

 

 المـنقا  من خلاياC و A ، Bاللايبيزاوزيمات  ( فـي ثبات9–5الهيدروجيني ) الاسثير قيـم مختعلفة مـن تأ :8شكل 
PMN  هيدروجينية مختعلفة. سسمع محاليل دارئة بأ دقيقة 30، حضنت الإوزيمات لمد 
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  اللايبيزاتوثبات تأثير درجة الحرار  في فعالية 
 PMNفي فعالية اللايبيزات المستعحصلة من خلايا م  (70–20) ثير درجات الحرار  المختعلفةبينت وتعائج تأ

م للإوزم 45oو Bم للإوزم 30oو Aم للإوزم 40o، ان فعالية اللايبيزات تزداد مع ارتفاع درجة الحرار  لغاية (9)شكل 
C لثلاثة تباعا ا وحد / مل للإوزيمات 0.04و 0.015،  0.01، ثم انخفضت الفعالية مع ارتفاع درجة الحرار  حتى بلغت

، ويعود سبب ذلك إلى ان سرعة التعفاعل الإوزيمي تزداد بزياد  درجة الحرار  ضمن مدى معين م70عند درجة حرار  
 ةتركيب تحطمبسبب زياد  الطاقة الحركية للجزيئات، الا ان ارتفاع درجات الحرار  عن حدود معينة يؤدي إلى مسخ الإوزم و 

ان درجة الحرار  المثلى لعمل   (4)سابقاذكر ا ـمع م وافقةج متعـذه النتعائـد هـتع ،(19،25ليتعه )الثلاثي وبالتعالي انخفاض فعا
 مل لايبيزات عالق الخلايا البيضان درجة الحرار  المثلى لع (2الراوي ) وجد وكمام 37oهو  زات عالق الخلايا البيضلايبي
دقيقة،  30م لمد   40 – 20ضنه بدرجات حرار  ند ح( احتعفظ بكامل فعاليتعه عAكما يلاحظ ان الإوزم )م.  40oهو 

م، اما 70من فعاليتعه الكلية عند حضنه بدرجة حرار   %62ثم بدأت الفعالية بالانخفاض مع ارتفاع درجة الحرار  وفقد 
دقيقة، ثم بدأت الفعالية  30م لمد   37 –20عاليتعه عند حضنه بدرجات حرار  ( فقد احتعفظ بكامل فBاللايبيز )

م، في حين  60عند حضنه بدرجة حرار   %80نخفاض مع ارتفاع درجة الحرار  اذ فقد وسبة عالية من فعاليتعه بحدود بالا
دقيقة الا اوه فقد  30م لمد   50–20فعاليتعه عند حضنه بدرجات حرارية ( احتعفظ بكامل C) يلاحظ ان اللايبيز

 حضنها إوزيمات اللايبيز قيـد الدراسة عنــدفاض فعالية (. ان انخ10م )شكل 70من فعاليتعه الكلية بدرجة حرار   25%
وقد يؤدي إلى مسخ البروتين وفقدان  .م يأتي وتعيجة تأثير الحرار  في التركيب الثلاثي للبروتين45oبدرجات حرار  اعلى من 

غت قيمة طاقة عالية من فعاليتعها. وبل م اذ فقدت وسبة70ات بدرجة حرار  وهو ما لوحظ عند حضن الإوزيم ،فعاليتعه
كيلو سعر  / مول   9.57( Aاللازمة لتعحويل الماد  الأساس إلى ناتج للإوزم )  (Activiation Energy)التعنشيط
كيلو سعر  / مول، تعد هذه القيم ضمن المدى المعروف   6.58( Cكيلو سعر  / مول وللإوزم )  B) )10.68وللإوزم 

( 27كيلو سعر  / مول )  15–6تقع بين  والتياد  الأساس إلى ناتج يل الم( لتعفاعلات تحو  Eaلقيم طاقة التعنشيط )
بيوترين( إلى  ثلاثييمتعلك كفاء  عالية في تحويل الماد  الأساس ) Cان الإوزم يبدو  سابقا  (. استعنادا إلى ما ذكر 11)الشكل 

 (.BوAن )الإوزيمين الآخري مقاروة مععلى أناتج 

  تأثير الأيونات المعدوية
 (A) الثلاثة عند معاملتعها بأيونات الزئبق، فقد بلغت الفعالية المتعبقية للإوزم اللايبيزات اض في فعاليةلوحظ انخف

ملى مولار على  5و 1 يعند المعاملة بتركيز  %26.4و 37 (C)وللإوزيـم  %14و 20 (B)للإوزم و ، %35و 39.9
 وA ، Bوزيمات اذ كاوت الفعالية المتعبقية للإوزيمات ، وأدت أيونات النحاس ايضا إلى تثبيط واضح في فعالية الإالتعوالي

Cتباعا  %34.8و 12.4، 35في حين كاوت ملى مولار  1بتركيز ها تباعا عند معاملتع %40و 26.5، 49.3 بواقع
انخفاض في الفعالية الإوزيمية عند حضنها مـع أيونات الحديد لمد   ملي مولار، كذلك لوحظ حدوث 5كيز عند معاملتعها بتر 

ملي مولار  1للإوزيمات الثلاثة تباعا عند معاملتعها بتركيز  %39.9و 58، 72كاوت وسبة الفعالية المتعبقية   دقيقة، اذ 30
 (.2ا )جدول تباع %37.5و 52، 58ر اذ بلغت ملي مولا 5وانخفضت اكثر عنـد معاملتعها بتركيز 

في تحفيز الإوزيمات اذ  االإوزيمية، ولهما تأثير في زياد  الفعالية  ايونات الكالسيوم والبوتاسيوم دور لأيبدو ان 
 101، 106ملي مولار اذ بلغت  5ازدادت وسبة الفعالية المتعبقية للإوزيمات عند حضنها مع أيونات الكالسيوم بتركيز 

للإوزيمات الثلاثة تباعا عند  %98و 96،  98تباعا، بينما كاوت الفعالية المتعبقية  Cو A ،Bللإوزيمات  %103و
ملي مولار. ان  5فعاليتعها عند معاملتعها بتركيز عظم ملي مولار وبقيت محتعفظة بم 1ها مع أيونات البوتاسيوم بتركيز حضن

الفعالة في الإوزم مما يؤدي إلـى  المجموعاتالانخفاض الحاصل في الفعالية الإوزيمية يمكن ان يعزى إلى تكوين معقدات مع 
(، كما ان 18تعحويل مـواد التعفاعـل إلى ناتـج )وتأثيره فـي الحفز بوساطة الإوزم ل اعاقة ارتباط الإوزم بالماد  الأساس

الثقيلة تأثيرا في تركيب الإوزم وفي موقعه الفعال، اذ لها تأثير مثبط لا تنافسي لبعض الإوزيمات اذ العناصر المعدوية لأيونات 
 في الموقع الفعال. SH– مجموعاتتقوم بأكسد  
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  والكلابية في فعالية اللايبيزات المختعزلةتأثير العوامل 
 -2) زلـب المختعـع المركـا مـــعنـد حضنهت ـانخفض زـمات اللايبيــة إوزيــفعالي انظ ــلوح

mercaptoethanol) للإوزيمات %39.5و 16.4، 20ملي مولار اذ بلغت  1( بتركيز A ،B وC التعوالي  على
للإوزيمات الثلاثة تباعا جـدول  %16.4و 10، 8 ي مولار اذ بلغتمل 5الإوزيمات مع وانخفضت بشد  عند حضن 

(، مما يدل على ان اللايبيزات قيد الدراسة تتعأثر بوجود هذا المركب بسبب احتعواء الموقع الفعال فيها على مجموعة 3)
العاملة على  بيةالكلاالتي تعد من العوامل  EDTAكما لوحظ تأثر الإوزيمات قليلا بوجود  .(-S-S-)ثنائية الكبريت 
باوتعماء  الجزمثنائية الشحنة الموجود  في تركيب الإوزم او وسط التعفاعل، مما لا وستعطيع الالعناصر المعدوية سحب أيونات 

( ضمن الظروف والتراكيز المستعخدمة للماد  metallo lipasesالإوزيمات قيد الدراسة إلى مجموعة اللايبيزات المعدوية )
 ويشير الجدول وفسه الى عدم  (.3دول ج)د الدراسة قي EDTAالكلابية 

ملي  5و 1 يوعند المعاملة بتركيز  (PMSF)الفنيل مثيل سلفوويل فلورايد اللايبيزات الثلاثة عند حضنها مع تأثر فعالية 
 مولار مما يدل على ان الإوزيمات قيد الدراسة هي ليست من ووع الإوزيمات السيرينية.

  لبروتينات اللايبيزات ربوهيدراتيالمحتعوى الك
 19.25ثل وسبة ربوهيدراتي يمتحتعوي على جزء ك Cو A ،B( ان البروتينات المكووة لللايبيزات 4) جدوليبين 

بين الجزء  هذه النتعائج ان هناك ارتباطا تساهميادراسة ربوهيدرات على التعوالي، ويتعضح من ك  %28.65و 15.47، 
( 7التعحلل الذاتي )تفاعلات ذي يعطي الجزء البروتيني وظيفة وقائية تتعمثل بالحماية تجاه ربوهيدراتي والالبروتيني والجزء الك

 ويحد من العوامل المثبطة لنشاطات البروتينات.
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 

 بدرجات  ، اجري التعفاعـلPMN خلايا المنتعجة منC و A، B إوزيمات اللايبيز  تأثير درجة الحرار  في فعالية :9شكل 
 للتعفاعل. محلولا بيوترين ثلاثيبأستعخدام  دقيقـة 30ة لمـد    مختعلفـحرار 

 

         
 

 

 

 

 

 

 
 
 

               

           
 بدرجات حرار  هاحضن ندع A ،B ،C يبيزاللاثبات إوزيمات  في الحرار تأثير درجات  :10شكل   
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   . PMNمنحنى ارينيوس لتعقدير طاقة التعنشيط لإوزيمات اللايبيز المنقا  من خلايا : 11شكل           

 
 

 PMNتأثير الأيونات المعدوية في فعالية إوزيمات اللايبيز المنقا  من خلايا  :2جدول 

 الملح المعدني
 التركيز

 )ملي مولار(

 الفعالية المتعبقية )%(

 (Cإوزم ) (Bإوزم ) (Aإوزم )

2HgCl 
1 39.9 20.0 37.0 
5 35.0 14.0 26.4 

2CuCl 
1 49.3 26.5 40.0 
5 35.0 12.4 34.8 

2FeCl 
1 72.0 58.0 39.9 
5 58.0 52.0 37.5 

2CaCl 
1 100 100 100 
5 106 101 103 

KCl 1 98 96 98 
5 100 96 100 

 
 

، بعد حضن PMNن الخلايا مالمنقا   (Cو A ،B) ختعزلة والكلابية في فعالية إوزيمات اللايبيزتأثير العوامل الم :3 جدول
 دقيقة  30الإوزيمات مع المركبات المختعزلة والكلابية لمد  

 الماد 
 التركيز

 )ملي مولار(

 الفعالية المتعبقية )%(

 (Cإوزم ) (Bإوزم ) (Aإوزم )

2-mercaptoethanol 
1 20 16.4 39.5 

5 8.0 10.0 16.4 

EDTA 
1 97.0 89.9 97 

5 92.0 85.0 90 

PMSF 
1 100 99 98 

5 98 98 97 

 القراءات تمثل متعوسطا لمكررين.*
 
 

 (*Cو A،Bإوزيمات )ربوهيدرات الكلية في بروتينات لكوسبة ا :4جدول 
 )%( الكاربوهيدرات الكلية بالبروتين الإوزم
A 19.25 

B 15.47 

C 28.65 

 .*القراءات تمثل متعوسطا لمكررين
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PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF 

POLYMORPHONUCLEAR LIPASES FROM  

MASTITIS MILK OF COWS 
 

A. J. Al- Mosowy*            K. M. Azez**       A. M. A. Al. Salih* 
 

 ABSTRACT 
The obtained lipases extract of PMN were purified by ion exchange 

chromatography through DEAE–cellulose (1.5×28)  cm and gel– filtration 

chromatography using sephadex (G-50) column (1.5 ×32)  cm.Three enzymes (A, 

B, C) were found with a yield of 48.97, 23.87 and 37.16%, purification fold were 

24.19, 13.30 and 19.01 times and with specific activities of 63.63, 35 and 50 

unit/mg protein respectively. The purity of enzymes were examined by 

polyacrylamide gel electrophoresis.                                                                    

The purified enzymes were characterized by determining molecular 

weight of the enzymes A, B, C which were 6000, 13600, 15800 Dalton respectively 

when estimated by gel filtration using  sephadex G-50 column.   

The optimum pH for enzyme activity was 7.5 for A and 6.5 for both B and C 

enzymes, while the Optimum pH for enzymes stability was 6-8, 5.5-7.5 and 6-7 

for enzyme A, B and C respectively.  

The optimum temperature for enzyme activity was 40, 30 and 45oC for A, 

B and C respectively. Enzyme A retained 100% of its original activity over 30 

min  incubation at 20-40 oC and lost 62% of activity at 70oC, while enzyme B was 

stable for 30 min at 20-37 oC and lost 80% of activity at 60oC, and enzyme C was 

stable for 30 min at 20-50 oC and lost 25% of its activity at 70oC. The Activition 

energy of conversion were 9.57, 10.68 and 6.58 Kcal/mol for A, B and C enzymes 

respectively.Calcium and Magnesium chlorides had slight effect at concentration 

of 1, 5 mM, while copper, iron and mercury chlorides had an inhibitory effect at 

the same concentration. PMSF had no effect on enzymes activity when  

incubated at these two concentration, while the activity was slighty inhibited by 

the chelating agents such as EDTA, the activity was also inhibited significantly 

by the presence of 2- Mercaptoethanol.  

The purified A, B and C enzymes were found to contain glycoprotein 

which rated 19.25, 15.47 and 28.65% carbohydrate respectively. 
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