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 Proteus vulgarisمن  Asparaginase تنقية وتوصيف انزيم
 

  لميس محمد رياض عباس

 .جامعة بغداد ، كمية العموم ،قسم التقنيات الإحيائية 
 

 الخلاصة
واجريت عممية التنقية الجزئية للانزيـ وبخطوات عدة شػممت  Proteus vulgarisمف بكتريا  Asparaginaseاستخمص انزيـ 

% اذ بمغػػت النلاليػػة النوعيػػة 80ات الامونيػػوـ وبنسػػب اشػػباع مختمنػػةل بينػػت النتػػائب اف ااعػػؿ نسػػبة اشػػباع كانػػت الترسػػيب بكبريتػػ
 2.7وكانػػت النلاليػػة النوعيػػة ،DEAE-Cellulosعمػػود المبػػادؿ اييػػون   ، ثػػـ تمت ػػا التنقيػػة باسػػتخداـبػػروتيف ممغػػراـ وحػػدة  0.86

 6وقػد بمغػت النلاليػة النوعيػة للانػزيـ المنقػ   G-200  باسػتخداـ لاػلاـ السػينادكس ، ثػـ خطػوة الترشػيل ال لامػبروتيفوحدة  ممغراـ 
  ـ 7.5،37ل اظ رت نتائب توصيؼ الانزيـ اف الرقـ ال يدروجين  الامثؿ ودرجػة الحػرارة المثمػ  لنلاليػة الانػزيـ بروتيف وحدة   ممغراـ

لتحويػػؿ المػػادة الاسػػاس الػػ  نػػاتب بنلػػؿ  Ea)درت طاقػػة التنشػػيط  قػػ ل7.5-8.5عمػػ  التػػوال  والػػرقـ ال يػػدروجين  الامثػػؿ لمثبػػات بػػيف 
ل اظ ر الانزيـ تخصص مطمؽ تجػا  مػادة  ـ 37-20موؿ و وجد اف الثبات الحراري للانزيـ يتراوح بيف  سلرة  6825الانزيـ بحوال  

الاسػػػباراجيف كمػػػادة  خداـبػػػا سػػػت للانػػػزيـ Vmax( والسػػػرعة القصػػػو  (kmتػػػـ تقػػػدير قيمػػػة ثابػػػت ميكػػػالس  ،Asparagineالتناعػػػؿ 
دقيقػػةل جػػر  اختبػػار تػػ ثير  مػػولار 10³‾×0.25ب مػػولار و السػرعة القصػػو   10³‾×2.85 تناعػؿ، قػػدرت قيمػػة ميكػػالس مينػػتف بحػػدود

بلض الأملاح اللاععوية وبلض اللوامؿ المختزلة والكلابية عم  الالية الانزيـ، اوعحت النتائب عدـ تاثر الانزيـ بصػورة ملنويػة 
يػػد الصػػوديوـ والبوتاسػػيوـ وابػػد  تحمػػؿ نسػػب  لكموريػػد الكالسػػيوـ و المغنيسػػيوـ واحػػتنظ بكامػػؿ الاليتػػ  عنػػد حعػػن  مػػ  كبريتػػات بكمور 

بنسػػبة  Cystien و mercaptoethanol-2 ػػب، لػوحظ انخنػاض اػ  الاليػة الانػزيـ عنػد ملاممتػ  EDTAالحديػد والمركػب الكلابػ  
   مولاراما كموريد النحاس اد  ال  تثبيط كم  لنلالية الانزيـلمم 10 عم  التوال  عند التركيز %16,13

 تنقية، توصيؼ، انتاجل الاسباراجينيز، منتاح الكممات:
 

 المقدمة
 Asparaginaseز ػػـ الاسباراجينيػػينتم  انزي

 Asparagine amidohydrolase; E.C.3.5.11  ال )
  وجود مجموعة انزيمات التحمؿ المائ ، يلمؿ لاذا الانزيـ ا

ال   Asparagineالماء عم  تحميؿ الحامض الامين  
يوجد  Amonia.و  Aspartic acidحامض الاسبارتؾ 

انزيـ الاسباراجينيز ا  انسجة اللديد مف الحيوانات، النباتات 
وبلض القوارض وا  البكتريا، وتلد لاذ  الاخيرة المصدر 

 [ل 1] الاساس  للانزيـ
تنتب انزيـ   ريةلاناؾ اللديد مف الاحياء المج

، chrysanthemi Erwinia [2] بكتريا مثؿالاسباراجنيز 
 Pseudomonasاػػ[، بكتري3] E.coli اػػوبكتري

aeruginosa [4وبكتريا ،] Thermus thermophilus 
 S.aureusا ػ[، بكتري6] Proteus vulgaris اػريػػ[ وبكت5]
[7] Bacillus subtilis[8 ل] 

 intracellular enzymeالخميةداخؿ  ويق  الانزيـ إما
و يلتمد  extracellular enzyme الخمية او ينرز خارج

ذلؾ عم  طبيلة الكائف المج ريل وجد اف ااراز انزيـ 
 الاسباراجينيز يكوف داخم  عمف النراغ الببيريبلازم 

Periplasmic space بالنسبة لخلاياErwinia aroideae 

ا   (Cytoplasmic enzyme) وعمف السايتوبلازـ [9]
Cutrobacter  [10،] [ اف 11ومف ج ة اخر  اقد اوعل ]

ااراز انزيـ الاسباراجنيز ا  بلض انواع النطريات والبكتريا 
والخمائر يتـ ال  خارج الخمية، ان  اللديد مف الانواع التابلة 

يكوف اي ا الااراز  Nocardiaو Streptomycesلمجنسيف 
والنطر  Candida utilis يرةلمخم خارج خموي كذلؾ بالنسبة

Penicillium claviforme و الانواع التابلة لمجنس 
Fusarium [12واط ،]رػ Aspergillus terreus [13 ]

 [ل1] بينما لوحظ عدـ وجود الانزيـ ا  الانساف
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يمتمؾ انزيـ الاسباراجنيز دور م ـ ا  علاج مرض 
السرطاف ا  الانساف بشكؿ اساس  ا  علاج مرض 

 Acute lymphoblasticالحاد الدـ الممناوي ابيعاض

leukemia (ALL) [14 ومرض ]reticlesarcoma و ،
mphosarcoma  وmelanosarcoma ا  علاج  ايعا

Hodgkin disease،  اف دور انزيـ الاسباراجينيز ا  علاج
الخلايا الممنية السرطانية يلتمد عم  حقيقة اف لاذ  الخلايا لا 

و تلتمد عم  مصادر  Asparagine ءعم  بنا تمتمؾ القدرة
عم  اللكس  الحامض الامين ، خارجية لمحصوؿ عم  لاذا

مف ذلؾ ااف الخلايا الطبيلية قادرة عم  تخميؽ لاذا الحامض 
 [ل15الامين  ]

وردت عدة طرائؽ لاستخلاص انزيـ الاسباراجينيز سواء 
كاف ذلؾ مف خلايا الاحياء المج رية او الانسجة الحيوانية 

استخدمت طريقة التحميؿ باستخداـ الموجات الصوتية اقد 
لاستخلاص الانزيـ مف اللديد مف  sonifcationالنائقة 

 اػريػوبكت E.coli [16،] خلايا مثؿ المصادر الميكروبية
Proteus vulgaris[6وخ ]ا ػلايػCorynebacterium 

glutamicum [17،] واستخدمت طريقة التجنيس 
 Homogenizationالكحوؿ الاثيم  لاستخلاص  ( بوجود

[ و كذلؾ مف الخلايا الكبدية 18] E.coliالانزيـ مف خلايا 
[ل ونظرا للالامية 19لخنزير غينيا ا  محموؿ ممح  متلادؿ ]

الللاجية لانزيـ الاسباراجينيز وللالاتماـ البالغ الذي يولي  ل  
مختمؼ المراكز البحثية، اقد لادؼ لاذا البحث ال  استخلاص 

ودراسة  Proteus vulgaris الانزيـ مف بكترياو تنقية 
 صنات  الكيموحيويةل

 

 المواد وطرائق العمل
 Proteus vulgarisتػػػػػػـ الحصػػػػػػوؿ عمػػػػػػ  بكتريػػػػػػا 

الاحيائيػػػػة   جاملػػػػة  مػػػػف مركػػػػز بحػػػػوث التقنيػػػػات المشخصػػػػة
 الن ريفل

 تـ تنشيط البكتريا بتحعير المقػاح بنقػؿ ممػر عػروة الناقػؿ
 nutrientمممتػػر 100 ؽ يحتػػويمػػف اللزلػػة البكتريػػة الػػ  دور 

broth دورة  150اػػػػ  حاعػػػػنة لاػػػػزازة بسػػػػرعة  الحعػػػػف وتػػػػـ 
سػػػػاعةل تػػػػـ انتػػػػاج الانػػػػزيـ 20 ـ لمػػػػدة 30دقيقػػػػة بدرجػػػػة حػػػػرارة 

 الوسػػط مكػػوف  % مػػف المقػػاح10 بتمقػػيل وسػػط الانتػػاج بنسػػبة
 corn % مػػف مسػػتخمص3الحػػاوي  nutrient broth مػػف

steep liquer عػدؿ الػرقـ  [(،6] اػ  كما موصػوؼ والملامؿ

وعقػـ بالموصػدة قبػؿ اجػراء عمميػة  7ال يدروجين  لموسط الػ  
 دورة  150التمقيل ثـ حعف الوسط ا  حاعنة لازازة بسػرعة 

سػػػػػاعةل نبػػػػػذت الخلايػػػػػا  20 ـ لمػػػػػدة 30دقيقػػػػػة بدرجػػػػػة حػػػػػرارة 
دقيقػػة  دورة  5000البكتيريػػة الناميػػة بلػػد اتػػرة الحعػػف بسػػرعة 

ؿ الراسػػػػب الػػػػذي يمثػػػػػؿ دقيقػػػػة الامػػػػؿ الراشػػػػػل وغسػػػػ 15لمػػػػدة 
 saline solution %0.9الخلايػػا البكتيريػػة مػػرتيف بمحمػػوؿ 

عػػرض عػػالؽ  مممتػػر مػػاء مقطػػرل 50الخلايػػا اػػ   راسػػب عمػػؽ
لتكسػػير  الخلايػػا الػػ  ج ػػاز التكسػػير بػػالامواج الصػػوتية النائقػػة
 ذبذبػػػة  10الخلايػػػا وشػػػغؿ الج ػػػاز بطاقتػػػ  القصػػػو  بتسػػػميط 

 5 ـ كػررت لاػذ  اللمميػة 4ج  دقيقة ا  حماـ ثم 20ثانية مدة 
دقيقػػػة لتلااػػػ  ارتنػػػاع  2 الػػػ  1 مػػػرات مػػػ  اوقػػػات توقػػػؼ مػػػدة
،4درجػػػػة حػػػػرارة المػػػػزيب عػػػػف  نبػػػػذ عػػػػالؽ الخلايػػػػا المتكسػػػػرة   ـ

دقيقػػة و  دورة  10000بج ػػاز الطػػرد المركػػزي المبػػرد بسػػرعة 
اخذ الرائؽ الذي يمثؿ الانزيـ  دقيقة، 15 ـ لمدة 4بدرجة حرارة 

 [ل6راسب ]والامؿ ال الخاـ
 

 قياس فعالية الانزيم
 مػولار 0.08مممتر مػف  0.5 تـ تقدير الالية الانزيـ بمزج

L-asparagine مػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػولار 0.05مػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػف  مممتػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػر 1و 
Tris-base مممتػػػػر مػػػػف  0.5مػػػػ  8.4الػػػػرقـ ال يػػػػدروجين  ذي

 ـ 37النموذج الانزيم ، حعف مزيب التناعػؿ اػ  حمػاـ مػائ  
تػػـ   زمػػف التناعػػؿ( دقيقػػة بلػػد انقعػػاء مػػدة الحعػػف 15لمػػدة 

 Trichloro%15مممتػػػػرمف  0.5ايقػػػػاؼ التناعػػػػؿ باعػػػػااة 

acetic acid، دورة  6000نبػػػذ اللينػػػة مركزيػػػا بسػػػرعة  تػػػـ 
الرائػػؽ  ثػػـ نقػػؿ الراسػػب  ـ الامػػؿ4دقيقػػة بدرجػػة  15دقيقػػة لمػػدة 

الػػػ  انبوبػػػة اختبػػػػار ليػػػتـ تقػػػدير محتػػػػوا  مػػػف الامونيػػػا بطريقػػػػة 
لاػ  كميػة  IU وحػدة الانزيميػة[ل تلػرؼ ال20النسمرة المباشػرة ]

مػػػايكروموؿ مػػػف الامونيػػػا خػػػلاؿ دقيقػػػة  1الانػػػزيـ التػػػ  تحػػػرر 
  [ل6] واحدة عمف ظروؼ التجربة

حسبت الالية الانزيـ 
  [21اؽ الملادلة]و  مممتر( وحدة 

 
 = ر(ػمممت دة ػالنلالية  وح

 

 

 
 تركيز الامونيا المتحررة

 مممتر(  مايكروغراـ 
 14× زمف التناعؿ  دقيقة( 

 [ل22قدر تركيز البروتيف واؽ طريقة براداورد ]
 

 تنقية الانزيم
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 استخدمت خطوات عدة لتنقيػة الانػزيـ المسػتخمص شػممت
الترسػػػيب بكبريتػػػات الامونيػػػوـ اسػػػتلممت نسػػػب اشػػػباع مختمنػػػة 

مػػف كبريتػػات الامونيػػوـ اذ اختبػػرت  %(100,80,60,40,20 
عم  نسػبة  لاذ  النسب المختمنة كلا عم  حدة لحيف الحصوؿ

اشباع الااعؿ، اذيب الراسب مػف مختمػؼ نسػب الاشػباع كػؿ 
مػولار  0.05 عم  حدة ا  اقػؿ حجػـ مػف دارل التػرس بتركيػز

و جػػػرت عمميػػػة الػػػديمزة حيػػػاؿ عػػػدة  8.4ذي رقػػػـ لايػػػدروجين  
 تبػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػديلات مػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػف محمػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػوؿ دارل التػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػرس لمػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػدة

قػػػدرت النلاليػػػػة الانزيميػػػة و تركيػػػػز البػػػروتيف اػػػػ   سػػػاعة، 24
كػػػؿ نسػػػب الاشػػػباع و حنػػػظ النمػػػوذج الػػػذي اعطػػػ  النمػػػوذج ل

 ـ لحيف اجػراء خطػوات عمميػة التنقيػة 20-اعم  الالية بدرجة 
حعػػػر  تمت ػػػا خطػػػوة كروماتوغراايػػػا التبػػػادؿ الايػػػون  الاخػػػر ل

-DEAE اثيػػػػػػؿ امينواثيػػػػػػؿ سػػػػػػمموز المبػػػػػػادؿ الايػػػػػػون  ثنػػػػػػائ 

cellulose [ 23بنػػػػاءا عمػػػػ  الطريقػػػػة الموصػػػػواة مػػػػف قبػػػػؿ،] 
( سػػػػـ وتمػػػػت موازنتػػػػ  بمحمػػػػوؿ دارل التػػػػرس 2.5×17  بابلػػػػاد
 الاسػػػػػػػترداد تػػػػػػػـ ،8.2مػػػػػػػولار ذي الػػػػػػػرقـ ال يػػػػػػػدروجين   0.05

 مػولار (NaCL  1-0بمحموؿ الػدارل ننسػ  بتػدرج ممحػ  مػف 
  مممتر جزءل 3 وبواق  مممتر  ساعة 30وسرعة جرياف 

 اجػػػري الترشػػػيل ال لامػػػ  للاجػػػزاء النلالػػػة المننصػػػمة مػػػف
مػػػػػرر  بلػػػػػد تركيزلاػػػػػا بالسػػػػػكروز، DEAE-celluloseعمػػػػػود 

الػذي حعػر باتبػاع تلميمػات  G-200 عبر عمػود السػينادكس
 بابلػػػاد Pharmacia fine chemicalالمج ػػػزة  الشػػػركة

 ( سػػػػػػػػػـ، تمػػػػػػػػػػت الموازنػػػػػػػػػة بمحمػػػػػػػػػػوؿ دارل التػػػػػػػػػػرس38×1.5 
مػولار وسػرعة جريػاف  8.2مولار ذي الػرقـ ال يػدروجين  0.05

 مممتر جزءل 3 و بواق  ساعة مممتر  30
 

   وصيف انزيم الاسباراجنيزت
[ اػػػػ  21مقػػػػراف ] اتبلػػػػت التجػػػػارب الموصػػػػواة مػػػػف قبػػػػؿ

توصيؼ الانزيـ والت  شممت دراسة الرقـ ال يػدروجين  الامثػؿ 
تػػػػاثير درجػػػػة الحػػػػرارة عمػػػػ  الاليػػػػة  الانػػػػزيـ ، لنلاليػػػػة وثبوتيػػػػة

تقػػػديرالثوابت  الثبػػػات الحػػػراري، الانػػػزيـ وتقػػػدير طاقػػػة التنشػػػيط،
ض المػػواد واللوامػػؿ المختزلػػة والكلابيػػة اػػ  تػػاثير بلػػ الحركيػػة،

 الالية الانزيـل
 
 

  النتائج و المناقشة

 Proteus خلايا بكتريا استخمص انزيـ الاسباراجنيز مف

vulgaris ج ػػاز الذبػػذبات الصػػوتية النائقػػة كانػػت  باسػػتلماؿ
 راـ بػػػػروتيفممغػػػػ وحػػػػدة  0.54النلاليػػػة النوعيػػػػة للانػػػػزيـ الخػػػاـ 

 1) جدوؿ
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 ترسيب انزيم الاسباراجنيزالمنتج من بكتريا (1)الشكل 

Proteus vulgaris .باستخدام كبريتات الامونيوم 
 

اظ ػػػػػػػرت نتػػػػػػػائب عمميػػػػػػػة الترسػػػػػػػيب باسػػػػػػػتلماؿ كبريتػػػػػػػات 
 اذ (ل1%  شػكؿ80كانت  الاشباع الامونيوـ باف ااعؿ نسب

 راـ بػروتيفممغػ وحػدة  0.86 الاليػة نوعيػة بمغػت اعطػ  اعمػ 
[ اقػػد اسػػتلمؿ نسػػبة اشػػباع 24ر  ](ل اػػ  دراسػػة اخػػ1 جػػدوؿ 

 ،راـ بػروتيفممغػ وحػدة  4.2% وحصؿ عم  الالية نوعيػة 55
كبريتػػات الامونيػػوـ اػػ  ترسػػيب  [4] اػػ  حػػيف اسػػتلمؿ الباحػػث

 Pseudomonasانػػػػػػػػزيـ الاسػػػػػػػػباراجنيز المنػػػػػػػػتب مػػػػػػػػف

aeruginosa وقػػػد حصػػػؿ عمػػػ  الاليػػػة 80 بنسػػػبة اشػػػباع %
اليػػة الانػػزيـ النػػاتب ل اف الراـ بػػروتيفممغػػ وحػػدة  93.7نوعيػػة 

يلتمػػػػػػد عمػػػػػػ  اخػػػػػػتلاؼ اللزلػػػػػػة البكتيريػػػػػػة و الوسػػػػػػط الزرعػػػػػػ  
 [ل20المستلمؿ ا  انتاج الانزيـ ]

تبػػيف نتػػائب التنقيػػة بلمػػود كرومػػاتوغراا  التبػػادؿ الايػػون  
( ظ ػػػػور قمتػػػػيف بروتينيػػػػة عنػػػػد اسػػػػترداد البروتينػػػػات 2 شػػػػكؿ 

كموريػػػػػد الصػػػػػوديوـ مػػػػػ  ظ ػػػػػور  المرتبطػػػػػة باسػػػػػتلماؿ محمػػػػػوؿ
( ممػػا 69-73نلاليػػة الانزيميػػة عنػػد الاجػػزاء المسػػتردة لمقمػػة  ال

الاسباراجنيز المنتب يحمؿ محصمة شػحنة سػالبة  يدؿ اف انزيـ
ملاكسػػػػػػػة شػػػػػػػحنة المبػػػػػػػادؿ الايػػػػػػػون  سػػػػػػػاعدت اػػػػػػػ  ارتباطػػػػػػػ  

جملػػػػت  بالمجػػػػامي  الموجبػػػػة التػػػػ  يمتمك ػػػػا المبػػػػادؿ الايػػػػون ل
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النلاليػػػة الاجػػزاء التػػػ  تمتمػػػؾ الاليػػػة انزيميػػػة و ركػػػزت وبمغػػػت 
مػػػرة  5وبلػػػدد مػػػرات تنقيػػػة  راـ بػػػروتيفوحػػػدة ممغ 2.7النوعيػػػة 

 (ل1 جدوؿ  %41.3وحصيمة انزيمية مقدارلاا 
مرر المحموؿ الناتب مف خطوة المبادؿ الايون  بلد 

 Sephadex G-200 تركيز  ا  عمود الترشيل ال لام 
ولوحظ وجود قمة لمبروتيف عند قياس ا عم  طوؿ موج  

-8تمتمؾ الالية انزيمية تركزت ا  الاجزاء  نانوميتر  280
وكانت النلالية  ( و الت  تـ جمل ا و تركيزلاا،3(  شكؿ13

 11.1 وعدد مرات تنقية راـ بروتيفممغ وحدة  6النوعية ل ا 
ا  دراسة اجرالاا الباحث  ل20.5% مرة وحصيمة انزيمية

[ لانتاج انزيـ الاسباراجنيز مف اللزلة المحمية 21] مقراف
E.coli استلمؿ عمود Sephadex G-200  ا  خطوة

الترشيل ال لام  حيث حصؿ عم  الالية نوعية لانزيـ 
وبلدد مرات تنقية  راـ بروتيفممغ وحدة  22.68الاسباراجنيز 

 %ل 43.83 مرة وحصيمة انزيمية 10.21

 

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 81 86 91 96

رقم الجزء

ير
يت

وم
ان
oن

2
8
0
  
ي 

ج
مو

ل 
طو

ى 
عل

ة 
صي

صا
مت

لا
ا

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

) 
تر

لل
/م

دة
ح
)و

ة 
لي
عا

لف
ا

الامتصاصية على

طول  نانوميتر
الفعالية

 
 Proteus vulgarisريا المستخمص من بكت الاسباراجنيز( كروموتوغرافيا التبادل الايوني لتنقية(2الشكل 

 ( سم الذي تمت موازنتو بمحمول دارئ الترس17×2.5) DEAE-celluloseباستعمال عمود المبادل الأيوني 
 1-0، ثم الاسترداد بمحمول الدارئ نفسو مع تدرج ممح كموريد الصوديوم من 8.2مولار ورقم ىيدروجيني 0.05

 مميمتر(. 3مميمتر/ساعة )حجم الجزء  30مولار وبسرعة جريان
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الامتصاصية على طول

موجي نانوميتر
الفعالية

 
 باستعمال عمود ىلام Proteus vulgarisالمستخمص من بكتريا  الاسباراجينيز( الترشيح اليلامي لتنقية3الشكل )

Sephadex G-200 (1.5×38سم الذي تمت موازنتو بمحمول دارئ الترس ) وبسرعة  8.2مولار ورقم ىيدروجيني 0.05
 مميمتر(. 3مميمتر/ساعة )حجم الجزء  30 جريان

 الاسترداد الغسؿ
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 (1جدول )ال
 .Proteus vulgarisمراحل تنقية الاسباراجينيز من بكتريا 

الحجم  ةـوة التنقيـخط
 )مممتر(

الفعالية 
الأنزيمية 

 مل وحدة/

تركيز البروتين 
 مممتر ممغم/

الفعالية النوعية 
رام ممغ )وحدة/

 (بروتين

الفعالية 
الكمية 
 )وحدة(

عدد 
مرات 
 التنقية

الحصيمة 
الأنزيمية 

)%( 
 100 1 23.2 0.54 1.7 0.928 25 ص الأنزيم  الخاـالمستخم

الترسيب بكبريتات الأمونيوـ 
(% 80) 18 0.89 1.03 0.86 16.2 1.6 69.8 

كروماتوغراايا التبادؿ 
 DEAEباستخداـ الأيون 

Cellulose 
15 0.64 0.12 2.7 9.6 5 41.3 

الترشيل ال لام  
-Sephadex Gباستخداـ

200 
10 0.48 0.08 6 2.88 11.1 20.5 

 
 توصيف الانزيم

اظ ػػرت النتػػائب اف اعمػػ  الاليػػة انزيميػػة كانػػت عنػػد الػػرقـ 
مممتػر و تبػدا  وحػدة  0.4 ـ ب ( قدرت4 شكؿ 7.5ال يدروجين  

النلالية الانزيمية بالانخناض عند قػيـ الػرقـ ال يػدروجين  التػ  
تقػػ  عمػػ  جػػانب  الػػرقـ ال يػػدروجين  الامثػػؿ، كػػذلؾ يتعػػل اف 

ؿ لملمؿ بشكؿ ااعؿ عند القػيـ المتلادلػة و القريبػة الانزيـ يمي
اف ملظػػػـ الدراسػػػات  مػػػف التلػػػادؿ لمػػػرقـ ال يػػػدروجين  الامثػػػؿ،

الت  تناولت تلييف الرقـ ال يدروجين  الامثؿ للاسباراجنيز مػف 
مصػػادر مج ريػػة مختمنػػة اشػػارت الػػ  انػػ  يقػػ  عػػمف الحػػدود 

ليػػػػػػػػة اذ سػػػػػػػػجؿ الػػػػػػػػرقـ ال يػػػػػػػػدروجين  الامثػػػػػػػػؿ لنلا القاعديػػػػػػػػة،
مػػد   Erwinia aroideaeالاسػػباراجنيز المنقػػ  مػػف بكتريػػا 

واػػػ  دراسػػػة  [،25] 4.5 وينقػػػد النلاليػػػة عنػػػد 9-7يتػػراوح بػػػيف 
 E.coliالاسػػػػباراجنيز المنقػػػػ  مػػػػف بكتريػػػػا  اخػػػػر  عمػػػػ  انػػػػزيـ

اوعػػحت النتػػائب اف الػػرقـ ال يػػدروجين  الامثػػؿ لنلاليػػة الانػػزيـ 
  [ل26] 7.5 عند الرقـ ال يدروجين 

 

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0.45

5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9

الرقم الهيدروجيني

ر(
لت
مل

ة/
د
ح
و
ة)

لي
عا

ف
ال

 
الرقم الييدروجيني عمى فعالية  ( تاثير4) لشكلا

 .Proteus vulgaris الاسباراجينيز المنقى من بكتريا
 

 7.5-8.5بػػيف  ثباتػػا تجػػا  الػػرقـ ال يػػدروجين  يمتمػػؾ الانػػزيـ
( م  ملاحظة اف اعم  قيمة لمثبػات كانػت عنػد الػرقـ 5 شكؿ 

% مػػػف 48ـ    باػػػ  حػػػيف يبقػػػ  الانػػزيـ محػػػتنظ  8 ال يػػدروجين 
 ل5يت  عند الرقـ ال يدروجين  الال

لانػػػاؾ بلػػػض الدراسػػػات التػػػ  تناولػػػت الػػػرقـ ال يػػػدروجين  
 المنػػتب مػف اجنػػاس بكتيريػػة اخػػر ، الامثػؿ لثبػػات الاسػػباراجنيز

يلػػد الامثػػؿ لثبػػات الاليػػة الاسػػباراجينيز  8اػػالرقـ ال يػػدروجين  
اػػػػ  حػػػػيف اشػػػػارت دراسػػػػة  E.coli [21،]المنػػػػتب مػػػػف بكتريػػػػا 
الاسػػػػباراجنيز المنقػػػػ  مػػػػف اللزلػػػػة المحميػػػػة اخػػػػر  عمػػػػ  انػػػػزيـ 
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Serratia marcescens اف الانػػػػزيـ يحػػػػتنظ بػػػػاكثر مػػػػف 
-6 % مف النلالية عند مػد  ارقػاـ لايدروجنيػة تتػراوح بػيف75
 [ل24] 10
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( تعيين الرقم الييدروجيني الامثل لثبات 5) الشكل

 .Proteus vulgaris المنقى من بكتريا الاسباراجينيز
 

لػػوحظ ارتنػػػاع  رجػػػة الحػػرارة المثمػػ  لمنلاليػػػة،عنػػد تحديػػد د
تػػدريج  اػػ  قػػيـ النلاليػػة الانزيميػػة بارتنػػاع درجػػة الحػػرارة الػػ  

 ـ ثػػػػػـ تاخػػػػػذ 37مممتػػػػػر عنػػػػػد  وحػػػػػدة  0.43اف تبمػػػػػغ اقصػػػػػالاا 
بالانخناض بشكؿ تدريج  بارتناع درجة الحرارة عف لاذا الحد 

 (ل6 شكؿ 
للديػػد تتنػػؽ النتػػائب المحصػػؿ عمي ػػا مػػ  مػػا اشػػارت اليػػ  ا

مػػػف الدراسػػػات التػػػ  تناولػػػت تػػػاثير درجػػػة الحػػػرارة المثمػػػ  اػػػ  
اذ وجػػػد اف درجػػػة الحػػػرارة المثمػػػ   الاليػػػة انػػػزيـ الاسػػػباراجنيز،

 التػػ  اعطػػت اقصػػ  الاليػػة للانػػزيـ المنقػػ  مػػف خلابػػا بكتريػػا
E.coli   [ل كػػػػػذلؾ تػػػػػـ حسػػػػػاب طاقػػػػػة التنشػػػػػيط 21 ـ ]37لاػػػػػ

 (Ea  الانػػػػزيـ وقػػػػد لتحويػػػػؿ المػػػػادة الاسػػػػاس الػػػػ  نػػػػاتب بنلػػػػؿ
مػػػوؿ، اف  سػػػلرة  6825قػػػدرت قيمػػػة طاقػػػة التنشػػػيط بحػػػوال  

طاقػػػػػػة التنشػػػػػػيط لمتنػػػػػػاعلات الكيميائيػػػػػػة بعػػػػػػمن ا التنػػػػػػاعلات 
 مػػػػػػػػػػوؿل سػػػػػػػػػػلرة  15000-6000 الانزيميػػػػػػػػػػة تتػػػػػػػػػػراوح بػػػػػػػػػػيف

لػػػذلؾ اػػػاف  وللانزيمػػػات دور م ػػػـ اػػػ  خنػػػض طاقػػػة التنشػػػيط،
 سػرعة التنػػاعلات الانزيميػة تكػػوف اعمػػ  مػف سػػرعة التنػػاعلات

وكممػػا كانػػت طاقػػة التنشػػيط قميمػػة كػػاف الانػػزيـ  غيػػر الانزيميػػة،
ذا قػػػدرة عاليػػػة عمػػػ  تحويػػػؿ المػػػادة الاسػػػاس الػػػ  نػػػاتب وكػػػاف 

  [ل27] التناعؿ اسرع
احػػتنظ بكامػػؿ  اشػػارت نتػػائب لاػػذ  الدراسػػة الػػ  اف الانػػزيـ

 ـ 37-20  الاليت  عند حعن  بدرجات حرارية محصورة بيف )

بلػػد ذلػػؾ تبػػدا النلاليػػة الانزيميػػة  و (7 شػػكؿ  دقيقػػة 30لمػػدة 
 ـ حيػػػث 60بالتنػػػاقص بشػػػكؿ سػػػري  الػػػ  اف تبمػػػغ ادنالاػػػا عنػػػد 

مػػػػػف الاليتػػػػػ   %66ينقػػػػػد الانػػػػػزيـ عنػػػػػد لاػػػػػذ  النقطػػػػػة حػػػػػوال  
% مػػػػف 60,77,94 الاصػػػػمية ويبقػػػػ  الانػػػػزيـ محػػػػتنظ بحػػػػوال 

ل50,45,40الاليت  االاصمية عند درجات الحرارة     ـ
لقد اثبتت الدراسات الاخػر  اف الاليػة انػزيـ الاسػباراجنيز 

لػ   Serratia marcescens ATCC60المنقػ  مػف خلايػا 
دقيقػػػة وعنػػػد  30  ـ لمػػػدة62-52ثبػػػات حػػػراري عػػػمف المػػػد  

واشارت دراسة اخر  ال   [ل28]  ـ ينقد الانزيـ الاليت  كميا72
جػات عنػد در  بحعػن  %100 اف الانزيـ احتنظ بكامؿ الاليت 

 ـ عنػػػػد حعػػػػف الانػػػػزيـ لمػػػػدة 40-25الحػػػػرارة المحصػػػػورة بػػػػيف
 [ل24] ساعة
 

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0.45

0.5

20 25 30 37 42 45 50 60

درجة الحرارة)م(

ر(
لت
مل

ة/
د
ح
و
( 

ة
لي
عا

لف
ا

 
تأثير درجات الحرارة عمى فعالية ( 6) الشكل

 .Proteus vulgarisالاسباراجينيزالمنقى من بكتريا 
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الثبات الحراري للاسباراجنيز )المنقى( المستخمص  (7الشكل)

 .Proteus vulgaris من بكتريا
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تخصػػص انػػزيـ الاسػػباراجنيز المنقػػ   اجريػػت دراسػػة مػػد 
عػدة  ، اختيػرتProteus vulgaris مف خلايا اللزلة المحمية

مػػػػواد شػػػػممت الاسػػػػباراجيف و حػػػػامض الاسػػػػبارتيؾ و حػػػػامض 
تشػػػير  ممػػػ  مػػػولار لكػػػؿ من ػػػال 1و 0.1 الكموتاميػػػؾ و بتركيػػػز

النتػػائب المحصػػؿ عمي ػػا الػػ  عػػدـ قػػدرة انػػزيـ الاسػػباراجنيز قيػػد 
يؿ اي مف الحامعيف الكموتاميؾ اوالاسبارتؾ الدراسة عم  تحم

تػػػػدؿ لاػػػػذ   وعنػػػػد كػػػػلا التركيػػػػزيف حيػػػػث كانػػػػت النلاليػػػػة صػػػػنرل
النتػػػائب عمػػػ  وجػػػود تخصػػػص عػػػاؿ جػػػدا لانػػػزيـ الاسػػػباراجنيز 
تجػػػا  الحػػػامض الامينػػػ  الاسػػػباراجيف مقارنػػػة ببقيػػػة الاحمػػػاض 

تتنػؽ النتػائب المحصػؿ عمي ػا مػ  مػا ورد  الامينية قيد الدراسػةل
  [ل21لدراسة الت  قاـ ب ا الباحث]ا  ا

بصػػورة عامػػة تختمػػؼ انزيمػػات الاسػػباراجينيز المنتجػػة مػػف 
وقػػد  مصػادر مختمنػػة اػػ  مػػد  تخصصػػ ا تجػػا  مػػادة التناعػػؿ،

يلز  تخصص الانزيـ تجا  مواد تناعؿ ملينة ال  التخصػص 
النراغ  ثلاث  الابلاد لارتباط مادة التناعػؿ اػ  الموقػ  النلػاؿ 

يجب اف يكوف الارتباط اػ  لايئػة ملينػة تعػمف  للانزيـ، حيث
للانزيـ القياـ بالنلؿ الحنزيل لقد اشارت احد  الدراسا ت الػ  

كربوكسػػيؿ حػػرة اػػ  مػػادة التناعػػؿ حتػػ   شػػرط وجػػود مجموعػػة
مػػػف  E.carotovoraالاسػػػباراجينيز المنػػػتب مػػػف  يػػػتمكف انػػػزيـ
امينػػػو ليسػػػت عػػػرورية -كمػػػا اف مجموعػػػة النػػػا ،تحميم ػػػا مائيػػػا

وث التناعػػػػػؿ غيػػػػػر اف وجودلاػػػػػا و بالترتيػػػػػب الملائػػػػػـ مػػػػػ  لحػػػػػد
 –مجموعػػة الكربوكسػػيؿ يػػىدي الػػ  زيػػادة ثبػػات ملقػػد  الانػػزيـ 

العػوء  مادة التناعؿ( وذلؾ اػ  الاحمػاض الامينيػة التػ  تػدير
 المسػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػتقطب ج ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػة اليسػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػاراقط

(L-configuration)  و لاػػذا مػػا قػػد يلكػػس عػػلؼ قػػدرة لاػػذا
 D-asparagine,D-glutamine الانزيـ ال  تحميػؿ كػؿ مػف

  [ل29]
( والسػػػرعة القصػػػو  (kmتػػػـ تقػػػدير قيمػػػة ثابػػػت ميكػػػالس 

Vmax  لانػػػػػزيـ الاسػػػػػباراجينيزالمنقلمف خلايػػػػػا اللزلػػػػػة المحميػػػػػة
Proteus vulgaris  باسػػػػػػػػػتلماؿ الحمػػػػػػػػػض الامينػػػػػػػػػ 

L-asparagine بيػرؾ –كمادة تناعؿ وحسب طريقػة لاينػواير 
Burk reciprocal plot-Line weaver الللاقػػة  برسػػـ
 ومقموب تركيػز المػادة الاسػاس v/1بيف مقموب سرعة التناعؿ 

1/s حيػػػث قػػػدرت قيمػػػة ميكػػػالس مينػػػتف بحػػػدود (ل8 شػػػكؿ رقػػػـ 

 مولار 10³‾× 0.25 مولار و السرعة القصو  بػ 10³‾×2.85
 دقيقةل
 

0

5

10

15

20

25

30

35

-6 -4 -2 0 2 4 6

1/s

1
/
v

Series1

 

الثوابت الحركية لأنزيم الأسباراجنيز المنقى ( 8الشكل) 
تجاه الحامض  Proteus vulgarisجزئيا من بكتريا 
 حسب طريقة L-asparagineالأميني 

Lineweaver – Burk plot. 
 

تدؿ قيمة ثابػت ميكػالس مينػتف المسػتخرجة اف الانػزيـ قيػد 
الواطئة  kmالدراسة ل  النة عالية تجا  مادة التناعؿ، واف قيـ 

  [ل30لمادة اساس ملينة تلكس النة الانزيـ اللالية تجالا ا]
ر بلػػض المركبػػات و المتمثمػػة اػػ  عػػدد مػػف تػػـ دراسػػة تػػاثي

الامػػػلاح اللاععػػػوية اعػػػلا عػػػف بلػػػض اللوامػػػؿ المختزلػػػة و 
الكلابيػػػػػة و بتراكيػػػػػز مختمنػػػػػةعم  الاليػػػػػة انػػػػػزيـ الاسػػػػػباراجينيز 

الامػلاح اللاععػوية  ،Proteus vulgarisالمنق  مف خلايػا 
، كموريػد  الت  شممت ا لاػذ  الدراسػة تمثمػت اػ  كموريػد الكالسػيوـ

، كموريػػد الصػػوديوـ وكموريػػد البوتاسػػيوـ و كبريتػػات المغن يسػػيوـ
  مم  مولارل 10و1الحديد و كبريتات النحاس وبتراكيز 
(ل الػ  عػدـ تػاثر الانػزيـ 2تشيرالنتائب المبينػة اػ  جػدوؿ  

بػػػػاي مػػػػف كموريػػػػد الصػػػػوديوـ وكموريػػػػد البوتاسػػػػيوـ حيػػػػث بقػػػػ  
مػػػػف الاليتػػػػ  الاصػػػػمية  %90,95.53الانػػػػزيـ محػػػػتنظ بحػػػػوال  

ممػػػ  مػػػولار، وعنػػػد ملاممػػػة الانػػػزيـ بكموريػػػد  10عنػػػد التركيػػػز 
مػػف الاليتػػ   %95 الكالسػػيوـ كانػػت النلاليػػة الانزيميػػة المتبقيػػة

ممػػ  مػػولارل وادت ايونػػات الحديػػد الػػ   1عنػػد التركيػػز  النسػػبية
 99احتنػػػػاظ الانػػػػزيـ تقريبػػػػا بكامػػػػؿ الاليتػػػػ  اذ احػػػػتنظ الانػػػػزيـ 

 مم  مولارل  1,10مف الاليت  عند التراكيز %99.8و
لػػػػػوحظ انخنػػػػػاض الاليػػػػػة الانػػػػػزيـ عنػػػػػد ملاممتػػػػػ  بايونػػػػػات 
النحػػاس الػػذي اد  الػػ  تثبػػيط كمػػ  لنلاليػػة الانػػزيـ، اػػ  حػػيف 

 

1/s       
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مػػف الاليػػة الانػػزيـ  %30ادت ايونػػات المغنيسػػيوـ الػػ  اقػػداف 
 مم  مولارل10عند التركيز 

تشير الابحاث السابقة ال  اختلاؼ حساسػية الانػزيـ تجػا  
[ الػػػ  31اقػػػد اشػػػار ] للاععػػػوية بػػػاختلاؼ مصػػػدر ،الامػػػلاح ا

كػػوف ملظػػـ الايونػػات الموجبػػة مثػػؿ المغنيسػػيوـ غيػػر عػػرورية 
ل اػػ  حػػيف E.coliلنلاليػػة انػػزيـ الاسػػباراجنيزالمنتب مػػف خلايػػا 

 اشارت دراسػة اخػر  الػ  اف الايونػات الموجبػة احاديػة التكػااى
ة تلمػػؿ بصػػورة عامػػة عمػػ  زيػػادة النلاليػػ+Na مثػػؿ الصػػوديوـ

لملديػػد مػػف الانزيمػػات واػػ  حالػػة انػػزيـ الاسػػباراجنيز اػػاف مثػػؿ 
 مػػف الانػػزيـ المنػػتب مػػف كػػؿ مػػػف لاػػذا التػػاثير لػػـ يلاحػػظ سػػو 

B.coagulans و B.kaustophilus، يلػػػػػػػز  التػػػػػػػاثير  وقػػػػػػػد
الملاحظ ل ذ  الايونات عم  النلالية ال  الدور الذي تملب  ا  

التػػاثير الحنػػزي  اثالحنػػاظ عمػػ  البنيػػة النراغيػػة الملائمػػة لاحػػد
للانػػػػزيـ، كػػػػذلؾ لػػػػوحظ واػػػػ  اللديػػػػد مػػػػف الدراسػػػػات اف غيػػػػاب 
بلض الايونات يىدي ال  تنكػؾ الانػزيـ الػ  الوحػدات المكونػة 

[ل و لػػػوحظ اػػػ  اللديػػػد مػػػف 32لػػػ  و بالتػػػال  اقػػػداف النلاليػػػة ]
الدراسات اف الالية انزيـ الاسػباراجنيز يػنخنض بشػكؿ ممحػوظ 

 [ل33] اصة م  ايونات المغنيسيوـبزيادة القوة الايونية وخ
 (2جدول )

المنقى  تأثير بعض الأملاح في فعالية إنزيم الأسباراجينيز
 .Proteus vulgaris من

 المادة التركيز مم  مولار( النلالية المتبقية%
95 1 

 كموريد الكالسيوـ
71.85 10 

83 1 
 كموريد المغنيسيوـ

70 10 

97.48 1 
 كموريد الصوديوـ

95.53 10 

0 1 
 كبريتات النحاس

0 10 

99.8 1 
 كبريتات الحديد

99 10 

 كموريد البوتاسيوـ 1 91.3
90 10 

تتػػػاثر الاليػػػة انػػػزيـ الاسػػػباراجينيز المنقػػػ  جزئيػػػا عنػػػد  لػػػـ
خزنػػػػ  مػػػػ  اللوامػػػػؿ الكلابيػػػػة مثػػػػؿ اثمػػػػيف ثنػػػػائ  امػػػػيف ربػػػػاع  

ممػ  مػولار ولاػذا دليػؿ  10,1بتركيػز  EDTA حامض الخميؾ

  انػػ  لػػيس مػػف الانزيمػػات النمزيػػة التػػ  تحتػػاج الػػ  وجػػود عمػػ
 -2ـ      بامػػػػػزات ملينػػػػػة اػػػػػ  الاليت ػػػػػا، وعنػػػػػدما عومػػػػػؿ الانػػػػػزيـ 

مػػولار  10,1بػػالتراكيز  mercaptoethanol-2 مركبتوايثػػانوؿ
 % عمػػػ  التػػػوال  مػػػف النلاليػػػة الانزيميػػػة 87,75لػػػوحظ اقػػػداف 

  (ل3 جدوؿ 
نػػػػػد ملاممػػػػػة كػػػػػذلؾ لػػػػػوحظ انخنػػػػػاض النلاليػػػػػة الانزيميػػػػػة ع

% مػػػػف 84السيسػػػػتا يػػػػيف حيػػػػث لػػػػوحظ ينقػػػػد حػػػػوال   بالانػػػػزيـ 
ويلمػػػػػػػؿ  ممػػػػػػػ  مػػػػػػػولارل 10الاليتػػػػػػػ  الاصػػػػػػػمية عنػػػػػػػد التركيػػػػػػػز 

السيسػػتاييف عمػػ  اختػػزاؿ الاواصػػػر ثنائيػػة الكبريػػت اػػ  جزيئػػػة 
  الانزيـل

[، 21] مقػراف جاءت لاذ  النتػائب مطابقػة لمػا حصػؿ عميػ 
ممػػػػػػ   4,2,1,0.5زمركبتوايثػػػػػػانوؿ بتركيػػػػػػ -2اذ اد  المركػػػػػػب 

 E.coliمولار ال  خنظ الالية الاسػباراجيف المنقػ  مػف خلايػا 
ممػػػػػػ   4 بتركيػػػػػػز EDTA% امػػػػػػا المركػػػػػػب الكلابػػػػػػ  13.93

مػف  %98الانزيـ اذ يبق  محػتنظ بػػ  الالية مولارامـ يىثر عم 
النلاليػػة  اػػ  حػػيف مركػػب السيسػػتايف اد  الػػ  خنػػض الاليتػػ ،

% مػػف 55.73ـ محػػتنظ بػػػ الانزيميػػة للانػػزيـ حيػػث بقػػ  الانػػزي
 مم  مولارل 4الالية عند ملاممت  بالسيستاييف بتركيز 

 (4)جدول 
تأثير بعض العوامل المختزلة و الكلابية في فعالية إنزيم 

 .Proteus vulgaris بكتريا المنقى من الأسباراجينيز

 ادةػالم
التركيز مم  
 مولار(

 النلالية المتبقية
% 

 100 - ملاممة سيطرة

2- mercapto 

ethanol 
1 

10 

25 
13 

EDTA 1 

10 

100 

100 

Cystein 1 

10 

96 

16 
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Abstract 

The enzyme was extracted from Proteus 

vulgaris and partially purified by many steps 

including precipitation with ammonium sulfate 

by using different saturation percentages; the 

optimum percent was 80% gave value of 

specific activity 0.86 U/mg protien. then ion 

exchange chromatography by DEAE-cellulose 

column, the specific activity 2.7 U/mg protien, 

and gel filtration using Sephadex G-200 

column specific activity 6U/mg protein 

. Characterization showed that the 

optimum pH and temperature for enzyme 

activity 7.5,37  ْ C respectively, and the 

optimum pH for enzyme stability between 7.5-

8.5and the value of activation energy for 

conversion substrate to product 6825 

Cal/mole. The enzyme stable between 20-

37  ْ C. the enzyme has an absolute specificity 

toward Asparagine. The kinetic constants were 

determined, Km 2.85×10³‾M and Vmax 

0.25×10³‾ M/min when Asparagine was used 

as a substrate. The effect of (some inorganic 

salts, chelating and reducing agent) on enzyme 

activity, the results showed that non sodium 

chloride and potassium chloride affect 

significantly the activity. the enzyme appear to 

be resistant to calcium chloride and 

magnesium chloride and keep full enzyme 

activity in the presence of EDTA and FeSO4,  

the results showed that the activity of enzyme 

lost 16,13% respectively in the presence of 

Cystien and 2-mercaptoethanol at 10  mM 

while chloride of Copper had complete 

inhibitory effect of enzyme activity. 
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