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  ھیدروفولیت سنثتیز  ة لانزیم الدايئیعزل وتشخیص وتنقیة جز
  ) .Lactuca sativa L( نبات الخس ل السیقان تحت الفلقیة من كالس 

  حكمت مصطفى الدلیمي    امجد عبد الهادي محمد      ساجدة عزیز عبود
  الموصل ةجامع / كلیة العلوم / قسم علوم الحیاة

  
  الخلاصة

) .Lactuca sativa L( سراΕ نبhاΕ الخhدابhلسhیقان تحΕh الفلقیhة لالكhالس مhن قطhع ا استحدث
) BA(ادینhین  نزایhللتhر مhن الب/ ملغhم ١‚٠ج وسكوك المحور والمضاف الیhھ یالنامیة على وسط موراش

في كhالس ) EC. ٦.٣.٢.١٢(ھیدروفولیΕ سنثتیز  يادوجد انزیم ال). NAA(الین حامض الخلیك ثوالنف
Εاhhhنب hhhھ بمقhhhم تنقیتhhhس وتhhhورم ٣٦دار الخhhhانول والكلوروفhhhھ بالایثhhhرة بمعاملتhhhو م  Εاhhhیب بكبریتhhhالترس

.  G-٢٠٠ كرومhhاتوغرافي باسhhتخدام السhhیفادكسالامونیhhوم وكhhذلك مhhن خhhلال تمریhhره بعمhhود الفصhhل ال
 .تقریبhادالتhون كیلhو  ٤٠ھیhدروفولیΕ سhنثتیز مسhاویة الhى  ايدالh ووجد ان قیمة الوزن الجزیئhي لانhزیم

 ءالhhداريالبوتاسhhیوم  محلhhول فوسhhفاΕ اسhhتخدامب ٦‚٨ضhhل فعالیhhة عنhhد دالhhة حامضhhیة واعطhhى الانhhزیم اف
 للانhhزیم باسhhتخدام )Km(لhhیس وكانΕhh قیمhhة ثابΕhh میك. م°٣٢ ودرجhhة حhhرارة.  ملhhي مhhولار ٦٠بتركیhhز 

 ٥‚٢٦٣ و مhولار ٣-١٠×٠‚٠٣٦والادینوسین ثلاثي الفوسhفیΕ مسhاویة الhى  بتروكھیدرو حامض الداي
   .التوالي على مولار ٣-١٠×

  
 المقدمة

ھیhhدروبتروك مhhع حhhامض الكلوتامhhك لیكhhون حhhامض الhhداي ھیhhدروفولك  یhhرتبط حhhامض الhhداي
hhhhزیم الhhhhة انhhhhنثتیز  ايدبفعالیhhhhس Εدروفولیhhhh٦.٣.٢.١٢(ھی .EC( )McDonald ، رونhhhh١٩٧٥وآخ( ،

اΕ رافقhhھیhhدروفولیΕ بعhhد ذلhhك الhhى حhhامض التتراھیhhدروفولك وبالتhhالي الhhى الم ویتحhhول حhhامض الhhداي
میاحیاتیة التhي تشhمل یللفولیΕ التي بدورھا تشارك في عدد من التفاعلاΕ الك ) Coenzyme( الانزیمیة

وآخhhرون  Gilles( وبعhhض الاحمhhاض الامینیhhة فhhي الكhhائن الحhhي نایمیثhhوال ینوریhhداΕ البتیhhویوكلنیبنhhاء 
ھمیتhhھ یhhة لأفhhي العدیhhد مhhن الكائنhhاΕ الح) DHFS( ثتیزھیhhدروفولیΕ سhhن درس انhhزیم الhhداي . )٢٠٠٥،

،  )١٩٩٧وآخhhرون ،  Rebeille( یhhة لhhلاورام السhhرطانیةئاھhhداف المعالجhhة الكیمیا الكبیhhرة لكونhhھ احhhد
 Bognar( وخلایhا الاحیhاء المجھریhة )٢٠٠٣وآخhرون ، Gina( في خلایا اللبhائن DHFSدرس انزیم 
 نبhاΕس فhي خلایhا در إذبhاΕ نالیتھ فhي خلایhا الع، وھناك دراساΕ محدودة جدا عن ف )١٩٨٥وآخرون ،

Mouseear cress  
) ١٩٧٠،   Iwaiو   Ikeda(  نبhاΕ البزالیhا Εرادوبا )٢٠٠١وآخرون ، Ravenel( )رشاد الصخور(

في خلایا النباΕ لذلك استھدفΕ الدراسة عhزل وتنقیhة  DHFSة عن انزیم رونظرا لقلة المعلوماΕ المتوف
  .نباΕ الخس ل تحΕ الفلقیة السیقان الانزیم ودراسة خواصھ بعد استخلاصھ من كالس

  
  ھ وطرائق بحثمواد ال

 Arnon(  المعقم Hoaglandو  Arnonاستخدم وسط :زراعة البذور وتنمیة البادرات 
لانباΕ البذور وتنمیة البادراΕ ، یتكون الوسط الغذائي من المواد الغذائیة ) ١٩٤٤، Hoaglandو

Εوضبط  ٪٢الحدید وتم اضافة السكروز بتركیز  الكبرى والمواد الغذائیة الصغرى مضافا الیھا سترا
 نباΕ عقمΕ بذور ٪٠‚٧بتركیز  الاكار، صلب الوسط باضافة  ٦-٥‚٨الھیدروجیني ما بین  الاس

ثم نقلΕ  .لمدة دقیقتین  ٪٩٦ول الاثیلي بتركیز كحالخس بعد التاكد من حیویتھا تعقیما سطحیا بمحلول ال
  Mohammad( وغسلΕ عدة مراΕ بالماء المقطر المعقم ٪Ε٢٠ الصودیوم ییبوكلورااالى محلول ھ

 و Arnon الى دوارق زجاجیة حاویة على وسط ، نقلΕ البذور المعقمة ) ١٩٩٠،  Aboodو 
Hoagland  البذور بعد الزرع في الظلام في حاضنة النمو وبدرجة حرارة Ε٢٠المعقم ، وحضن 

ى حاضنة النمو المجھزة بالضوء بشدة اضاءة لحین بزوغ الجذیر ، ثم نقلΕ البذور النامیة ال م°٢±
  .ظلام  ساعة ٨ضاءة و إ ساعة ١٦وبتعاقب یومي لمدة  لوكس ١٥٠٠

  
 ١٧/٤/٢٠٠٨وقبولھ  ٣١/٨/٢٠٠٨تاریخ تسلم البحث 
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   MS( )Murashige( وسhكوكج یاستخدم الوسط الغذائي الذي قدمھ موراشh: استحداث الكالس وتنمیتھ
 BAو  NAAو  ٪٣‚٥لكالس ونموه ، مضhافا الیhھ السhكروز بتركیhز لاستحداث ا )١٩٦٢،  Skoogو 

 تحΕ الفلقیhة سیقانالقطع  زرعΕ )١٩٩٠،  Aboodو  Mohammad( منھما لتر لكل/ ملغم١بتركیز 
على الوسhط الغhذائي  في الدوارق الحاویة تقریبا سم ١یوما وبطول  ٢٠-١٥نباΕ الخس السلیمة وبعمر ل

MS اhhذائي الحhhط الغhhن الوسhhرارةوحضhhة حhhو بدرجhhنة النمhhي حاضhhة فhhع النباتیhhى القطhhم°٢±٢٠ وي عل 
  .ظلام ساعة  ٨ضاءة وإ ساعة ١٦وبتعاقب یومي لمدة  لوكس ١٥٠٠والمجھزة باضاءة 

  ) DHFS( تر یھیدروفولیت سنثتنزیم الدیإخلاص ستإ
ن م ٣سم ١٥٠ اضیف الیھ أذیوما  ٣٠الخس بعمر من كالس نباΕ  غم ٥٠استخدم : الاستخلاص

سحقΕ الخلایا في  )٧(وبدالة حامضیة  ملي مولار ١٠بتركیز  Εفوسفی -محلول المنظم بوتاسیومال
واكمل سحق وتحطیم الخلایا باستخدام جھاز التردداΕ فوق  م٥٤ھاون خزفي مبرد بدرجة حرارة 

  .  دقیقةثانیة لمدة نصف /ذبذبة  ٢٠٠٠٠الصوتیة بتسلیط 
المستخلص من كالس نباΕ الخس حسب الطریقhة المتبعhة  DHFSتم قیاس فعالیة انزیم : قیاس الفعالیة 

  التي تعتمد على قیاس كمیة الفوسفاΕ المتحhررة مhن تفاعhل  و) ١٩٧٠( Stadmanو Shapiroمن قبل 
عتمادا على المنحنhى القیاسhي للفوسhفاΕ إھیدروفولیΕ وتم حساب كمیة الفوسفاΕ المتحررة  الداي قتخلی

   اسhhhتخدمΕ طریقhhhة لاوري. نhhhانومتر ٦٠٠ ئي عنhhhد الطhhhول المhhhوجيباسhhhتخدام جھhhhاز المطیhhhاف الضhhhو
)Lowry ، الخس )١٩٥١وآخرون Εفي تقدیر كمیة البروتین المعزول من كالس نبا .  

 ٣٦٠٠اسhhتخدام جھhhاز الطhhرد المركhhزي المبhhرد بسhhرعة بعhhزل الرائhhق عhhن الراشhhح : تنقیخخة الانخخزیم 
مhhن  ٣سhhم ١‚٢مhن الرائhhق المحضhhر مقhدار  ٣سhhم ١٠ضhhیف الhى كhhل أ .ولمhhدة نصhف سhhاعة  دقیقhة/دورة

من الكلوروفhورم وبعhد دقیقhة واحhدة تhم عhزل الطبقhة العلیhا باسhتخدام  ٣سم ١‚٣كحول الایثانول النقي و 
، اسhhتعملΕ طریقhhة الفhhرز دقیقhhة  ١٥ولمhhدة  دقیقhhة/دورة ٣٦٠٠جھhhاز الطhhرد المركhhزي المبhhرد بسhhرعة 

تمΕhh اضhhافة كبریتhhاΕ  . سhhاعة ٢٤ولمhhدة  م٥٤  مhhع المhhاء المقطhhر بدرجhhة حhhرارة Dialysisالغشhhائي 
بعhhد ذلhhك فصhhل  ٪٨٠-٢٠الامونیhhوم الhhى المحلhhول النhhاتج مhhن الفhhرز الغشhhائي بحالتھhhا الصhhلبة وبتشhhبع 

ذیhب الراسhب أ . دقیقhة ٣٥ولمدة  دقیقة/دورة ٣٦٠٠الراسب عن الرائق بجھاز الطرد المركزي بسرعة 
نیوم بواسhطة عملیhة الفhرز الغشhائي مhع محلhول بوتاسhیوم بالماء المقطر وتم التخلص من كبریتاΕ الامو

ھhhhhلام  مدخواسhhhhت سhhhhاعة ٢٤لمhhhhدة  ٦‚٢مhhhhولار وبدالhhhhة حامضhhhhیة  ٠‚٠٥فوسhhhhفیΕ المhhhhنظم بتركیhhhhز 
ھیhhدروفولیΕ سhhنثتیز عhhن بقیhhة  لفصhhل الhhداي سhhم ٤٥× سhhم  ٢‚٦عمhhود الفصhhل فhhي  G-٢٠٠السhhیفادكس
Εان  ، البروتیناhرعة جریhبس Εالعینا Εم ٥جمعhل  ٣سhائق ١٠لكhود ، ( دقhوة  )١٩٩٧عبhل خطhد كhوبع

  . من خطواΕ التنقیة تم تقدیر كمیة البروتین وقیاس فعالیة الانزیم حسب الطرق المذكورة سابقا 
  

   النتائج والمناقشة
لتر وسط غذائي /مملغ١بتركیز  BAو NAAالمضاف الیھ  MSیعد وسط : استحداث الكالس وتنمیتھ

   Mohammad(الخس كما ذكر سابقا  تحΕ الفلقیة لنباΕسیقان الع قطمن الكالس  ونمو ستحداثلاجید 
یوما من بدء الزراعة القیاسیة  ٣٠والكالس النامي بدا ھشا مفككا ولا سیما بعد .  )١٩٩٠،  Aboodو 

  . ) ١٩٩٧د،عبو( وتنقیتھ DHFSستخلاص انزیم إ، مما سھل عملیة 
فhي الرائhق  DHFSادة فhي الفعالیhة النوعیhة للانhزیم الى زیh) ١( یشیر الجدول: التنقیة الجزیئیة للانزیم

نقhhى ممhhا یhدل علhhى وجhhود الانhhزیم الحhhر فhhي السhhایتوبلازم وغیhhر بhhالمجنس الخhhام مhhرة مقارنhhة  ٣بمقhدار 
دΕ التنقیhhة بواسhhطة الكحhhول النقhhي أ. )١٩٨٩وآخhhرون ،   Mohammad( مhhرتبط بالاغشhhیة الخلویhhة

وذلhك لقابلیتھمhا  مقارنhة بhالمجنس الخhام مhرة ٤ة للانhزیم بمقhدار والكلوروفورم الى زیادة الفعالیة النوعی
وان اعلhhى فعالیhhة تhhم  ،)  ١٩٥٥،Hugbes وGreen (  الفوسhhفاتیة بیhhداΕعلhhى الhhتخلص مhhن بعhhض الل
 ٣٦وازدادΕ الفعالیة النوعیhة للانhزیم بمقhدار . من كبریتاΕ الامونیوم  ٪٦٥الحصول علیھا بنسبة تشبع 

، وجhد ان قیمhة الhوزن الجزیئhي لانhزیم G-٢٠٠ود الفصل الحاوي علhى السhیفادكس مرة عند تنقیتھا بعم
DHFS  ىhhاو الhhس مسhhالخ Εاhhالس نبhhن كhhتخلص مhhو  ٤٠المسhhكیل Εاhhع مركبhhة مhhا بالمقارنhhون تقریبhhدالت

 DHFSوھhذه القیمhة مقاربhة لقیمhة الhوزن الجزیئhي لانhزیم ) ١الشhكل(معلومة الوزن الجزیئhي  یةبروتین
  .)١٩٧٠،   Iwaiو   Ikeda(البزالیا  ادراΕب من المستخلص

ھیhدروفولیΕ سhنثتیز المسhتخلص مhن كhالس نبhاΕ الخhس بعhد  التنقیة الجزئیة لانhزیم الhداي): ١(الجدول 
  یوما من النمو بالظروف القیاسیة  ٣٠
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الحجم   مراحل التنقیة
  )٣سم(الكلي

البروتین 
  )ملغم(الكلي

الفعالیة 
  )(U*الكلیة

 الفعالیة النوعیة
**U/mg)(  

درجة 
  )٪( الاستعادة  النقاوة

  ١٠٠  ــ  ٠‚٠٢٨  ٩‚٨٥١  ٣٥٠  ١٥٠  س الخامنالمج
  ٩٢  ٣  ٠‚٠٨٢  ٩‚٠٤١  ١١٠  ٨٠  الرائق

 لملخخخخخخخخخخخخخخخخة بالایثخخخخخخخخخخخخخخخخانوامعال
  ٨١  ٤  ٠‚١١٤  ٧‚٩٨٢  ٧٠‚٢٣١  ٥٥  والكلوروفورم

  ٥٧  ١٠  ٠‚٢٧٦  ٥‚٥٨٧  ٢٠‚٢٤١  ٥‚٢٣  المعاملة بكبریتات الامونیوم
  ٢٥  ٣٦  ٠‚٩٩٨  ٢‚٣٩٥  ٢‚٤٠٠  ٥  G -٢٠٠ الترشیح الھلامي

U*  : في الدقیقة الواحدة Εكمیة الانزیم التي تعمل على تحرر مایكرومول واحد من الفوسفا.  
  .البروتین  من ملغم ١‚٠ فيعدد وحداΕ الانزیم الموجودة : الفعالیة النوعیة  **

Εكل قیمة تمثل معدل ثلاث مكررا.  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  زن الجزیئي للبروتیناΕ القیاسیة وحجم الروغان العلاقة بین الو:  )١(الشكل 
-  Εكل قیمة تمثل معدل ثلاث مكررا.  

  

  ئیا من الكالس المنقى جز DHFSتاثیر بعض العوامل على فعالیة انزیم 
 البhروتینمhع زیhادة فhي تركیhز  DHFSزیادة في فعالیhة انhزیم ) ٢( الشكلیوضح  :تاثیر تركیز الانزیم 

وانخفضΕh الفعالیhة تباعhا بعhد ذلhك ، وھhذا الانخفhاض مhایكروغرام  ٦٠عنhد حتى بلغΕh اقصhى حhد لھhا 
یعود الى انتھاء المادة الداخلة فhي التفاعhل ، وھhذه النتیجhة مطابقhة لخhواص انزیمhاΕ اخhرى عزلΕh مhن 

مhایكروغرام  ٦٠وقد استخدم تركیز .  )٢٠٠٧عبود وعزΕ ، و ٢٠٠٧، وآخرونمحمد ( نباتاΕ مختلفة
  . اللاحقة  جمیع التجارب في

ا مhن كhالس ئیhالمنقhى جزاوضحΕ النتائج بان فعالیhة الانhزیم  :العلاقة بین زمن التفاعل وفعالیة الانزیم 
مhن بhدأ دقیقhة  5١نباΕ الخس تزداد خطیا مع زیادة فترة التحضین لحد معhین وبلغΕh اعلhى حhد لھhا بعhد 

لhك الhى نفhاذ المhادة الاسhاس فhي محلhhول مhا یعhود ذرب، ) ٣ الشhكل(فhي الفعالیhة  ثبhاΕالتفاعhل ثhم اعقبھhا 
  . )١٩٨٣دلالي ، (التفاعل 

التفاعhل الانزیمhي ویبhدو مhن  سرعةتاثیر درجة الحرارة على  )٤( الشكلضح یو:  تاثیر درجة الحرارة
زیhادة درجhة الحhرارة تسhبب زیhادة  إن إذ،  م٣٢ºصل الى الحد الاقصhى عنhد تالتفاعل  سرعةالشكل ان 

بhین  صhطداممادة التفاعل وجزیئاΕ الانزیماΕ وبالتالي زیhادة فhي فرصhة الامن في الطاقة الحركیة لكل 
حصhhل انخفhhاض فhhي  م٣٢ºوعنhhد اسhhتخدام درجhhاΕ حhhرارة اعلhhى مhhن . الانhhزیم وجزیئhhاΕ مhhادة التفاعhhل 

نتیجhhhة لتفكhhhك الاواصhhhر  )Denaturation(تشhhhوه فhhhي طبیعhhhة الانhhhزیم التفاعhhhل بسhhhبب حhhhدوث  سhhhرعة
الھیدروجینیة والقوى الاخhرى المسhؤولة عhن المحافظhة علhى التركیhب الثلاثhي للبhروتین وبالتhالي فقhدان 
   الانhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhزیم لفعالیتhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhھ

مhhن  ةملائمhhة لعمhhل كثیhhر مhhن الانزیمhhاΕ المستخلصhh م°٢±٣٠وتعhhد درجhhة حhhرارة . )١٩٨٣دلالhhي ، (
Εاhhود ،( النباتhhف  ) ٢٠٠٤عبhhذا یختلhhنوھhhدوره عhhن ا بhhة مhhالمستخلص Εاhhم الانزیمhhمعظ Εاhhجة الكائنhhنس

 إلhىبصhورة عامhة  تصhل الدرجhة الحراریhة المثلhى لعمhل الانزیمhاΕ فhي تلhك الكائنhاΕ إذالاخرى الحیة 
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بعhض  یتضح مما سبق بامكانیة اسhتخدام تقنیhة زراعhة الانسhجة النباتیhة كنظhام فhي دراسhة وفھhم
ي نوفhو لبنhاء حhامض الفولhhك فhي نبhاΕ الخhس ، وتعhhد ھhذه الدراسhة مكملhhة لhhدالجوانhب المتعلقhة بمسhار ا

ة لانزیماΕ اخرى مشاركة فhي مسhار بنhاء حhامض الفولhك فhي یلدراساΕ سابقة تم فیھا عزل وتنقیة جزئ
  ).٢٠٠٧محمد واخرون ، و ١٩٩٧عبود،(نباΕ الخس 
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ABSTRACT 

Callus from hypocotyl explants of lettuce ( Lactuca sativa L.) was 
initiated on a modified Murashige and Skoog medium containing 1.0 mg/l of 
benzyladenine (BA) and naphthaleneacetic acid ( NAA ) .Dihydrofolate 
synthetase (EC.6.3.2.12) was found in lettuce callus and purified about 36 fold 
by treating with ethanol and chloroform, ammonium sulfate and gel filtration 
on Sephadex G-200. The molecular weight of dihydrofolate synthetase was 
found to be around 40 KD. By Sephadex G-200 column chromatography. The 
optimum pH for the activity was 6.8 . The optimum reaction temperature was 
32C°. The Michaelis constants using dihydropetroic acid and 
adenosinetriphosphate were 0.036x10-3M and 5.263x10-3M respectively.  

  المصادر 
 . العراق / مطبعة جامعة الموصل /ترجمة   "فھم الانزیماΕ . " )١٩٨٣(دلالي ، باسل كامل 

س نبhاΕ الفhي كh نhاΕوالبیوریدیناΕ دور حامض الفولhك فhي بنhاء البریمh ).١٩٩٧(عبود ، ساجدة عزیز 
 . الخس، اطروحة دكتوراه ، كلیة العلوم ، جامعة الموصل ، العراق 
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مhن كhالس  سhین دي امینیhزة لانhزیم السایتوئیعزل وتشخیص وتنقیة جز ).٢٠٠٤(عبود ، ساجدة عزیز 
 . ٤٢-٣١) : عدد خاص( ١٥مجلة علوم الرافدین ، . نباΕ زھرة الشمس 

ة لانhزیم الكلوتhامین سhنثتیز مhن كhالس ئیhعhزل وتنقیhة جز ).٢٠٠٧(،نھhال دة عزیhز وعزΕجعبود ، سا
 . مقبول للنشر  ،مجلة التربیة والعلم. نباΕ الحبة سوداء 

عhhزل وتنقیhhة  ).٢٠٠٧(عبhhود  سhhاجدة عزیhhز ،الجلبhhي قصhhي عبhhد القhhادر ، وحمhhد ، عبhhد المطلhhب سhhید م
-١) : ٢( ١٩،  زیم الثایمدلیΕ سنثتیز من كالس نباΕ الخhس ، مجلhة التربیhة والعلhمة لانئیجز
١١. 
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