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 الكلمات المفتاحية:

بكتريا  ،انزيم السراببتيز 

 .اشعة كاما ،السراشيا

(، STP( اثبتةةا القةةدلى علةةج انتةةا) انةةزيم )Viticعزلةةة البكتريةةا التةةل تةةم الحصةةول عليخةةا  بعةةد ت  يصةةخا بجخةةا  )

( لكونة وسط مناسب لتنمية البكتريا واست لاص الانزيم منخةا. اجريةا Tryptonالتربتون )باست دام الوسط الزلعل 

عمليات تنقية جزئية للانزيم المست لص من البكتريا باست دام كبريتات الامونيوم، التبادل الايونل والترشةي  الخلامةل. 

 وحددت الفعالية الانزيمية لكل خطوى تنقية.

عة كامةةا لضةةرف تطفيرمةةا ومعرفةةة تةةعثير الاشةةعاع عليخةةا وكةةان التعةةري   شةةعة كامةةا عرضةةا العزلةةة البكتيريةةة لاشةة

باطوال موجية م تلفة لمعرفة اي طول موجل يؤثر ب كل اقوى علج الجين المسؤول عن انتةا) الانةزيم فةل البكتريةا، 

 ومل مذا التعثير سيزيد من الانتا) الانزيمل ام ينقصه.

CO( بعست دام العنصةر الم ة 6000CGY-1000بحدود )فكانا الاطوال الموجية المعرضة 
60

وكةان افلةل طةول  

( لكونةةه اعطةةج اعلةةج فعاليةةة انزيميةةة للانةةزيم المسةةت لص مةةن البكتريةةا بعةةد 3000CGYمةةوجل مةةؤثر فةةل حةةدود )

 تعريلخا للاشعاع .

 

 

ABSTRACT   

Isolation of the bacteria that have been obtained after the diagnosis device using vitic has 

shown the ability to produce the enzyme (STP), using trypton because suitable for being 

the center for the development of bacteria and enzyme extracted from them, Underwent 

operations partial purification of the enzyme extracted from the bacteria using 

ammonium sulphate, ion exchange and gel filtration and identified enzyme purification 

for each step. 

Bacterial isolation rays Kama offered for the purpose of cause mutation in the genome of 

bacteria and see the effect of radiation it, using wavelengths different to see any 

wavelength stronger impact on the gene responsible for the production of the enzyme in 

the bacteria, and whether this effect will increase the enzymatic production or decreased. 

These wavelengths are limits between (1000-6000 CGY) using the radioactive element 

CO60 and better wavelength was influential in the range of (3000CGY) for being the 

highest effective enzyme for the enzyme extracted from the bacteria after mutation. 

  

 

 المقدمة
تلخ عللة القلب الدم ومو ذلك السائل الذي يتةدف  داخةل الاوعيةة الدمويةة 

والذي يكون فل  حالة حركة مسةتمرى فةل حالاتةه الطبيعيةة اذ يةتم ضةخ الةدم 

مةةن خةةلال ال ةةرايين الةةج اعلةةام الجسةةم الم تلفةةة، امةةا فةةل الحةةالات الضيةةر 

ايين طبيعيةةة فيحةةدو ضةةمول فةةل الجةةدال الةةداخلل للاوعيةةة الدمويةةة او ال ةةر

تمنة  الةدم  مةادىوتتجم  الصفائ  الدموية فل موق  الاصابة او التلة  لت ةكل 

مةةةن ان يتةةةدف  او يحةةةدو نزيةةة  اذ تفةةةر  الصةةةفائ  الدمويةةةة الن ةةةطة مةةةواد 

كيميائية لتبدأ عمليةة الةتجلط مةن خةلال تن ةيطخا لعوامةل عديةدى تسةاعد علةج 

تظخةةر فةةل  ( الةةذي يؤلةة  شةةبكةFibrinالةةتجلط وتكةةوين بةةروتين الفةةايبرين )

( تحةدو كجةزم Thrombusحالات الجلطات الدموية، أن الجلطة الدمويةة )

مةن عمليةة اعةادى البنةام فةل الجسةم وأن العواقةب تكةون ضةييلة للضايةة عنةةدما 

تتكون الجلطة الدموية م  عملية اعةادى البنةام ولا تكةون منالةك ضةرل يةذكر 

و لحة  بةه الاذى او لخا )لاتؤدي وظيفةة الاصةلاا او اعةادى البنةام لمةا تلة  ا

اللرل( ولخا م اطر تخةدد حيةاى الانسةان اذا تكونةا ب ةكل كتلةة كبيةرى مةن 

 . [1]تجلط دموي

يعتبةر جسةةم الانسةةان معقةةد حيةةث يحتةوي علةةج العديةةد مةةن ا جةةزام والمةةواد  

الكيميائيةةة التةةل تتفاعةةل مةة  بعلةةخا الةةبع  لكةةل تقةةوم بم تلةة  الوظةةائ  

تنا الم تلفةةة. أحةةذد مةةذا المةةواد المخمةةذة الحيويةةة التةةل نقةةوم بخةةا خةةلال ن ةةاطا

تعمةل علةج  والتل تتواجذد فل جسم الكائن الحل ومن ضمنخا الانسةان والتةل

الانزيمةةةات اذ انخةةةا نةةةوع مةةةن أنةةةواع  تعديةةةة وظيفةةةة مخمةةةة فةةةل الجسةةةم مةةةل

البروتينةةات التةةل تقةةوم بتنظةةيم التفةةاعلات الكيميائيةةة و تسريعخةةذا فةةل داخةةذل 

لانزيمةةات فتةةرتبط بالمةةذواد المتفاعلةةه لتحولخةةا الةةج الجسةةم دون أن تتعثرمةةذا أ

وتعمةةل الانزيمةةات علةةج خفةة  الطاقةةة اللا مةةذة  نةةواتي يسةةتفيد منخةةا الجسةةم

 . [2] لحدوو التفاعذل او ما يعرف بطاقة التن يط

المحلله حيث يعمل  ( من الانزيماتSerrapeptaseويعد أنزيم السراببتيز )

ة لذلك يةتم أسةت دامه وأعطةاما لاشة اص علج تحليل وأذابة ألانسجذة الميتذ

الذين يعانون من الجلطات الدموية حيث يعمل علج تحليلخةا واذابتخةا وكةذلك 

يتم است دامه للمرضج الذين يعةانون مةن امةراف ال ةعب الخوائيةة المزمنةة 

 .[3]ويحمل الجسم من السكتة الدماغية والسكتة القلبية

 

  المواد وطرائق العمل 
 

  البكتيرية تنشيط العزلة
( م  صةة Serratia marscecensتةم الحصةول علةج العزلةة البكتيريةة ) 

. %98( بنسةةبة نقةةاوى viticمةةن مست ةةفج الكنةةدي، تةةم ت  يصةةخا بجخةةا  )

غةم مةن الوسةط الزلعةل فةل  3.9حلر الوسط الزلعل )التربتةون( بذذابةة 

ط مليلتر من المام المقطر حسب تعليمةات ال ةركة المنتجةة، عقةم الوسة 300

، 15دلجةةة ميويةةة وضةةضط  121( بدلجةةة حةةرالى Autoclaveفةةل جخةةا  )

مليلتةةةر لكةةةل انبةةةو ،  لعةةةا  5يصةةب الوسةةةط فةةةل انابيةةةب معقمةةةة بمقةةدال 

سةةاعة بدلجةةة  24الانابيةةب  بالبكتريةةا وتحةةا ظةةروف معقمةةة، تحلةةن لمةةدى 

دلجة ميوية فل الحاضنة ، يلاحظ النمو لل لايةا البكتيريةة حيةث  37حرالى 

 يكون ب كل منطقة ضبابية.

 

  الظروف المثلى لانتاج الانزيم
 تا):الرقم الخايدلوجينل او الدالة الحاملية المثلج للان -1

عدل الدالة الحاملةية للوسةط الزلعةل المسةت دم )التربتةون( للانتةا) وذلةك 

( بعةةدما لقةة  الوسةةط الزلعةةل 6.5،6 ,5.5 ,5 ,4.5 ,4.0ضةةمن حةةدود )

 32ببكتريةةا السراشةةيا لاسةةت لاص الانةةزيم منخةةا وتحلةةن بدلجةةة حةةرالى 

 .[4] [5]  ايام 3دلجة ميوية  لمدى 

 م:دلجة الحرالى المثلج لانتا) الانزي -2

لتحديةةد دلجةةة الحةةرالى المثلةةج للانتةةا)، يحلةةن الوسةةط الزلعةةل المحتةةوي 

( 45 ,40 ,32,37 ,30علةج الةزلع البكتيةري بةدلجات حراليةة م تلفةة )
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ايام، ثم قةراما الفعاليةة للانةزيم المنةتي مةن البكتريةا بعةد الاسةت لاص  3لمدى 

 .[6] [7]لمعرفة الدلجة الحرالية المثلج 

 

  ( من البكتريا STPاستخلاص انزيم )
وضة  الةةزلع البكتيةري فةةل انابيةةب اختبةال مناسةةبة ثةم است لصةةا باسةةت دام 

(، اذ تترسةةب ال لايةةا البكتيريةةة فةةل Centrifugeجخةةا  الطةةرد المركةةزي )

قعةةر الانبوبةةة بينمةةا الراشةة  يمثةةل الانةةزيم، وذلةةك لان الانةةزيم يفةةر  خةةال) 

يفصةل بسةخولة عةن (، لةذلك Extracellular enzymeال لايةا البكتيريةة )

 10دولا بالدقيقةةةة لمةةةدى  2000ال لايةةةا البكتيريةةةة بةةةالطرد المركةةةزي عنةةةد 

 دقائ .

 

  التنقية بالتبادل الايوني
يةةتم تنقيتةةه الانةةزيم ال ةةام النةةاتي بعةةد عمليةةة است لاصةةه بعسةةت دام اكيةةا   

 Ion exchangeالديلزى والسكرو  وذلك بعست دام عمود المبادل الايةونل 

chromatography  حيث يتم اسةت دام العينةة الناتجةه مةن التنقيةة بعسةت دام

 .Colum   DEAE-Cellulose [4]اكيا  الديلزى وذلك بعست دام 

 

 المواد والمحاليل المستخدمة
 :Sodium hydroxide (NaOH  (0.25 M )ميدلوكسيد الصوديوم )

 100فةةل  NaOHغةةرام مةةن ميدلوكسةةيد الصةةوديوم   5يحلةةر بعذابةةة 

 (.(distilled waterمليلترمن المام المقطر 

 :Hydrochloric acid  (0.25 N)(HCL)حام  الخيدلوكلوليك 

( الةةج HCLمليلتةةر مةةن حةةام  الخيةةدلوكلوليك )  10.4يحلةةر بعضةةافة 

400 ml ( من المام المقطرdistilled water ويكمةل الحجةم الةج ،)500  

 مليلتر من المام المقطر.

 Sodium chloride ( NaCL)  (0.25Mكلوليد الصوديوم )

( NaCLمليلتةر مةن كلوليةد الصةوديوم )  7.3مةذا المحلةول يحلةر بعذابةة 

 (.distilled waterمن المام المقطر ) ml 500فل 

Tris-HCL buffer (0.02M, ph= 6.0): 

مليلتةر مةن   400فةل  Tris-HCLغةرام مةن  1.21يحلر المحلول بعذابةة 

، ثةةم يكمةةل الحجةةم الةةج 6.0الةةج  phالمةةام المقطةةر وتعةةدل الدالةةة الحاملةةية 

 مليلتر من المام المقطر.  500

 

  (DEAE-Celluloseتحضير عمود المبادل الايوني  )

( وفقةةةا للطريقةةةة التةةةل وصةةةفخا DEAE-Celluloseيةةةتم تحلةةةير مةةةادى ) 

. خمسة ع ر غرامةا مةن  Whitaker and Bernhard (1972)العالمان 

عينة المبادل الايونل وضعا فل لتر من المام المقطر وتتةر  فةل اسةطوانة 

( حتةج الركةود فتنفصةل طبقتةان ويسةحب (Graduated cylinderمدلجة 

الراش  الذي يحتوي علج المام المقطر، تكرل مذا العملية عدى مرات لحةين 

لايةونل بعسةت دام قمة  الحصول علج عةال  نقةل، يةتم ترشةي  عينةة المبةادل ا

(، بعدما يةتم وضة  عينةة المبةادل الايةونل فةل Bukhner’s funnelب نر )

500 ml  0.25 مةن  محلةول M(( NaCL  كمةا حلةر فةل الفقةرى السةابقة

دقيقةة، بعةدما يضسةل العةال     30مرات بالمةام المقطةر لمةدى  5-3ثم يضسل 

250ml  العةال  بالمةام دقيقةة، وغسةل  30من حام  الخايدلوكلوليك لمدى

-Trisمةةةةةةةرات، بعةةةةةةدما يوضةةةةةةة  العةةةةةةال  فةةةةةةةل محلةةةةةةةول  5-3المقطةةةةةةر 

HCL(0.02M, ph=6) يوضةةةةةة  العةةةةةال  فةةةةةةل عمةةةةةود ذات ابعةةةةةةاد ،

(1.5*10cm.ويتر  لحين تماسكه ) 

 

 

 

  فصل الانزيم خلال عمود المبادل الايوني
مةةل مةةن الانةةزيم المركةةز بعةةد عمليةةة الةةديلزى عبةةر عمةةود المبةةادل 10يمةةرل  

ببطةةجم وعلةةج جةةدلان العمةةود والةةذي يحتةةوي علةةج عةةال  المبةةادل الايةةونل 

 pastureالحيةةةوي الةةةذي تةةةم تحلةةةيرا فةةةل الفقةةةرى السةةةابقة بعسةةةت دام )

pipette( الجزم المفصول يةتم جمعةة فةل انابيةب مناسةبة ،)Tube بمعةدل )

( يةةةتم wash stepلكةةةل جةةةزم، خطةةةوى الضسةةةل ) 36ml/hr ،3mlجريةةةان 

( يةةتم Elutionبينمةةا خطةةوى ألاسةةترداد )، Tris-HCLاجراممةةا بعسةةت دام 

(. 1N-0.1اجراممةةةا بعسةةةت دام تراكيةةةز م تلفةةةة مةةةن كلوليةةةد الصةةةوديوم )

 280nmأمتصاصية جزم ألبروتين ألمنفصل يتم قرائتخا عنةد طةول مةوجل 

لكل من خطوات ألضسل وألاسترداد. فعالية ألانةزيم يةتم احتسةابخا فةل الجةزم 

عالةةة. أخيةةرا يةةتم حسةةا  حجةةم وتركيةةز الواحةةد بعةةدما يةةتم جمةة  الاجةةزام الف

 البروتين. 

 

  تعريض البكترياالمنتجة للانزيم لاشعة كاما

Gamma Irradiation of select isolate 

يةةتم تعةةري  البكتريةةا الةةج اشةةعة كامةةا بعسةةت دام العنصةةر الم ةة  الكوبلةةا  

Co
60

، فةةل غرفةةة خاصةةة لجخةةا  اشةةعة كامةةا، بةةعطوال موجيةةة م تلفةةة مةةن 

(1000-6000 CGY وجرى ألتطفير فل مست ةفج الامةل الةوطنل، اسةم ،)

(، وقةةد تةةم تصةةميم الجخةةا  للةةمان Cirusجخةةا  المسةةت دم فةةل التطفيةةر )

الت ةةعي  فةةل ظةةروف مناسةةبة، فةةل اسةةطوانة مجوفةةة تحتةةوي علةةج جةةدلان 

سميكة. تم وض  العينة داخل غرفة الم   فل فل مكان الت عي  ويتم الةتحكم 

ن طريةة  جخةةا  تحكةةم كخروميكةةانيكل. حيةةث فةةل الايعةةا  عةةن بعةةد وذلةةك عةة

وضعا العينة تحا الاشعاع بعطول موجية م تلفةة والتةل كانةا موضةوعة 

 ( تحتوي علج نمو بكتيري.vialsفل انابيب مناسبة ومعقمة )

 

  لنتائج والمناقشةا
 

  الظروف المثالية لانتاج الانزيم
 الرقم الخايدلوجينل او الدالة الحاملية المثلج للانتا): -1

لحسا  تعثير الرقم الخايدلوجينل فل انتا) الانةزيم،  لةوحظ ان افلةل لقةم  

، اذ اعطةةا اعلةةج فعاليةةة انزيميةةة، 6مايةةدلوجينل  للانتةةا) الانزيمةةل مةةل 

وحدو/مل. السبب فل نقصان معةدل  0.42حيث وصلا الفعالية للانزيم الج 

التركيةب  النمو عند است دام القام مايدلوجينية اخةرى يعةود الةج التضيةر فةل

الثلاثل للبروتين. يؤثر الرقم الخايدلوجينل فةل الانتةا) الانزيمةل مةن خةلال 

تةةةعثيرا علةةةج ذوبانيةةةة الوسةةةط الزلعةةةل والحالةةةة الايونيةةةة للوسةةةط الزلعةةةل 

وبالاضافة الج فعالية النمو للكائن المراد انتا) الانزيم منه، ومذا يتواف  مة  

لقيةا  الةرقم (2003) ام فل عة Braun p and Sutherland j.pالعالمان 

 .8] [( 1وكما فل م طط لقم ) STPالخايدلوجينل لانزيم 

 

 
يوضةة  تةةاثير الةةرقم الخايةةدلوجينل فةةل انتةةا) الانةةزيم مةةن  .  1 م طةةط لقةةم 

 العزلة البكتيرية.

 

 دلجة الحرالى المثلج للانتا): -2

تعتبةةر دلجةةة حةةرالى الحلةةن مخمةةة جةةدا ومةةؤثرى علةةج نمةةو الكةةائن الحةةل  

للانةةزيم وكةةذلك تةةؤثر علةةج الانتةةا) الانزيمةةل مةةن الكائنةةات الحيةةة. المنةةتي 

ولمعرفةةةة الدلجةةةة الحراليةةةة المثلةةةج لانتةةةا) الانةةةزيم، اسةةةت دما دلجةةةات 

 ,30حرالية م تلفةة لحلةن الكةائن الحةل المةراد اسةت لاص الانةزيم منةه )

( اذ تظخةر الدلجةة 2(، النتيجةة يوضةحخا م طةط لقةم )45 ,40 ,37 ,32

دلجة ميوية اذ تظخر فعالية الانزيم عند مذا الدلجةة  32) عند المثلج للانتا

وحةةدى/مل. الان فةةاف فةةل دلجةةات الحةةرالى يقلةةل مةةن فعاليةةة الانةةزيم  0.64

لكونخةةا غيةةر مناسةةبة لنمةةو الكةةائن الحةةل وتعطةةل انتةةا) قليةةل للانةةزيم، امةةا 

الالتفاع فةل دلجةات الحةرالى يةؤدي الةج تب يةر المةام الموجةود فةل الوسةط 

وفقدانه وبذلك يؤثر علج نمو الكائن الحل المنتي. لةذلك فةعن دلجةة  الزلعل

الحرالى المثلج ضةرولية لنمةو الكةائن الحةل ولفعاليةة الانةزيم. ومةذا يتوافة  

عنةد  )1989فةل عةام ) Al- Haidery and Al- Muslishمة  العالمةان 

 .STP  [9]قيا  دلجة الحرالى المثلج لانزيم 
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 يوض  دلجة الحرالى المثلج لانتا) الانزيم. . 2 م طط لقم 

 

  Ion exchange chromatography التبادل الايوني
-DEAEتم تمرير محلول الانزيم المركز بعد خطةوى الةديلزى خةلال مةادى ) 

Cellulose( )(Diethylaminoethyl cellulose  لعمةةةةةود المبةةةةةادل

، Tris-HCL (0.02M, PH=8)الايونل وتم معايرتخا مة  محلةول مةنظم 

يوضة  البعةة قمةم للبةروتين فةل خطةوى الضسةل  3 لقةم   النتيجة فةل م طةط

 بينما قمة واحدى لفعالية الانزيم فل الجزم.

فل خطوى الضسل ظخر ان الانزيم يحمل شحنة موجبة م ةابخة ل ةحنة المةادى 

 . [10](  DEAE-Celluloseالموجودى فل عمود المبادل الايونل ومل )

( والفعالية الكلية لخذا ال طةوى (U/mg 6.2ة فل مذا ال طوى الفعالية النوعي

5.4 U) 14.6( والانتا) وصل الج (4.4( وعدد مرات التنقية%).) 

( مةن STPوقد است دم التبادل الايونل فل العديد من دلاسةات تنقيةة انةزيم )

 الكائنات المجخرية.

 
 يوض  تنقية الانزيم بالتبادل الايونل. .3 م طط لقم 

 

   تعريض البكتريا لاشعة كاما )عملية التطفير(
عمليات التطفير اظخرت ان العزلةة البكتيريةة المعرضةة لاشةعة كامةا بطةول 

اعطةةا اعلةةج فعاليةةة للانةةزيم المسةةت لص منخةةا بعةةد  3000CGYمةةوجل 

 .2.844عملية الترسيب لل لايا البكتيرية، حيث اعطا فعالية 

امةا  يةادى فةل عةدد نسةخ الجةين او  مذا التحسين بواسطة اشعة كاما قد يكون

ذكةةر ان  Al-Delaimy, (2002) تحسةةين فةةل التعبيةةر الجينةةل او كليخمةةا.

عمليةةة الت ةةعي  يمكةةن ان تةةؤدي الةةج تكةةرال انتةةا) انةةزيم فةةل الكائنةةات الحيةةة 

الدقيقةةةة او قةةةد تسةةةبب ان فةةةاف فةةةل انتةةةا) الانةةةزيم او انتةةةا) مركبةةةات غيةةةر 

اعطةةا  3000CGYعة كامةةا وجةةد ان الطةةول المةةوجل لاشةة مرغةةو  بخةةا.

اعطج  6000CGY، بينما الطول الموجل STPاعلج فعالية نوعية لانزيم 

 اقل فعالية نوعية.

عند است دام اشةعة كامةا  Mishra,Y..N.et al, (2009)  كما ذكر العلمام

( المعزل من بكتريا السراشيا باست دام اشةعة كامةا ذات STPلتطفير انزيم )

Coعنصر م   
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