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 الممخص

 Fasciola  متورقة الكبديةفي الديدان الطفيمية كال الفوسفاتيز الحامضي أنزيم قياس فعالية  تضمنت الدراسة الحالية  

hepatica   والمونيزيا بندنيMoniezia benedeni    والدايروفلاريا أيميتسDirofilaria immitis،  وظهر ان

نتائج عمى ان فعالية انزيم الفوسفاتيز الحامضي الزيم  موجود وبشكل فعال في مستخمصات هذه الطفيميات . دلت الأن

ثابت ميكميس منتن لممادة ختمف في قيم الرقم الهيدروجيني وكذلك في قيم يفي هذه الطفيميات مقاوم لمتثبيط بالترترات و 

لهذه  تقع في الغشاء السطحي  انزيم الفوسفاتيز الحامضيالأساس . كما دلت النتائج عمى ان جزءاً  من فعالية 
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ABSTRACT 

The activity of acid phosphatase has been estimated in parasitic helminthes, including 

Fasciola hepatica , Moniezia benedeni and Dirofilaria immitis. Acid phosphatase found to 

be active in extracts of all these parasites. The  activity of acid phosphatase in these 

parasites was found to be inhibited by tartrate resistant  and varified in response to pH and 

Km  values . The results suggests that the activity of acid phosphatase could be associated 

with the surface membrane of these parasites.  

Keywords: acid phosphatase  Fasciola hepatica , Moniezia benedeni, Dirofilariaimmitis.       
 

 ( (Introductionالمقدمة   1.

 Orthophosphoric monoesterأورثوفوسفوريؾ أحادي الاستر فوسفوىايدروليز  )انزيـ الفوسفاتيز الحامضي يُعد       

phosphohydrolase (EC:3.1.3.2 ))  انزيماً غير متخصص حيث يعمؿ عمى  التحمؿ المائي  لمعديد مف أسترات

 حامض الفوسفوريؾ محررا  الفوسفات اللاعضوية ويتفاوت تأثيره مف أستر الى أخر.

بالنسبة لموزف  عمى اساس خصوصيتو الحامضي ،  لفوسفاتيزثلاثة انواع مف القد أشارت الدراسات العديدة الى وجود      

انزيـ الفوسفاتيز و  [1] ذو الوزف الجزيئي العاليانزيـ الفوسفاتيز الحامضي  وىي( tartrateالجزيئي وتثبيطو بالترترات )

تـ تشخيص انزيـ الفوسفاتيز . [3] انزيـ الفوسفاتيز الحامضي خارج الخلايا و  [2] الواطئالحامضي ذو الوزف الجزيئي 

 Entamoeba histolytica [6-4] Acanthamoeba Leishmaniaالحامضي في العديد مف الاوالي الطفيمية مثؿ  
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spp. [12-7] .  الا اف اكثر المعمومات المتراكمة بيذا الخصوص كانت مف خلاؿ الدراسات المستفيضة التي اجريت

الحامضي في طفيميات المشمانيا  الى وجود ثلاثة أنواع مف الفوسفاتيزي تشير الت Leishmania  [18-13]يعمى الطفيم

كيمو دالتوف   128( مرتبط بالغلاؼ الخارجي لغشاء البلازما ولا يتثبط بالترترات ووزنو الجزيئي حوالي  ACP-P1أحدىما )

 132, 108 ووزنيما الجزيئي حوالي  ( يقعاف في السايتوبلازـ ويتثبطاف بالترتراتACP-P3 ACP-P2والنوعاف الآخراف)

اما في الديداف الطفيمية فلا يعرؼ الا قدر قميؿ مف المعمومات حوؿ الفوسفاتيز الحامضي، ولقد  .عمى التواليكيمو دالتوف 

رة جاءت الدلائؿ الرئيسية لوجود الفوسفاتيز الحامضي في الديداف الطفيمية مف خلاؿ استخداـ طرؽ الكيمياء النسيجية واليج

 pHالكيربائية لإظيار النشاط الانزيمي ، ومع ىذا يجب اف  يلاحظ اف الرقـ الييدروجيني الامثؿ لمفوسفاتيز الحامضي 

 Clinostomum complantum  [20]Echinochasmus renloroku hepatica[19]في الديداف الورقية 6.5

Fasciola ,  [21]F.gigatica Schistosoma mansoni [22] بينما pH5-pH 6)) اف الشريطيةدفي الدي  

Joyeuxiella, Taenia hydatigena, Hymenolepis nana , pasqualte  [23]  [24]Taenia pisiformis  

[25] Moniezia expansa  و(pH5-pH5.5) [23] الدودة الخيطية فيToxocara canis و Dirofilari aimmitis 

 [21] . 

وتعد تنقية انزيـ الفوسفاتيز الحامضي مف الدودة الشريطية مونيزيا اكسبانسا باستخداـ كروماتوغرافيا السميموز       

أوؿ محاولة لمتعرؼ عمى الخصائص الحركية ليذا الانزيـ في الديداف الطفيمية  G-75والترشيح اليلامي عمى السيفادكس 

اف الفوسفاتيز الحامضي المنقى مف المونيزيا عبارة عف بروتيف سكري  [25]وتوحي الدلائؿ الأولية مف تمؾ الدراسة  [25]

كما أظيرت الدراسات بالمجير الالكتروني اف الفوسفاتيز  توف ومقاوـ لمتثبيط بالترترات .كيمو دال 32ذو وزف جزيئي حوالي 

ويعتقد بانو  [26]ف الديداف الطفيمية الحامضي يوجد في الغشاء السطحي والخلايا البرنكيمية والخلايا المعوية في العديد م

ؼ عمى بعض خصائص انزيـ ر التع الدراسة ىوىذه واليدؼ مف  .يؤدي دورا وظيفياً ىاماً في تبادؿ المركبات الأيضية

يعتبر احد مستضدات ىذه الديداف الذي يمكف الاستفادة منو في  وكونالفوسفاتيز الحامضي ودوره في الديداف الطفيمية 

 العديد مف التجارب المناعية وفي تحضير المقاحات.  
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 (Material &Methods)المواد وطرائق العمل . 2

 : الديدان الطفيمية المستخدمة قيد الدراسة

ويوضح  انزيـ الفوسفاتيز الحامضيتـ اختيار عدد مف الديداف الطفيمية التابعة لمجاميع تصنيفية مختمفة لمتحري عف      

 مصدر الطفيميات المستخدمة في ىذه الدراسة الحالية . (1الجدوؿ )

 .مصدر الديداف الطفيمية المستخدمة في ىذه الدراسة :(1جدول )

 الموقع في العائل المصدر مكان العزل الديدان الطفيمية

Fasciola hepatica الكبد الأغنام مجزرة كركوك 

Moniezia benedeni الأمعاء الدقيقة الأبقار مجزرة كركوك 

Dirofilaria immitis القمب الكلاب كركوك 

 : تحضير الأنزيم 

غسمت في محموؿ ممحي ’قتميا )الكلاب(،  بعد عزؿ الديداف الطفيمية مف الحيوانات الخمجة بعد ذبحيا )الأغناـ( أو       

( 50بتركيز) HCl ((Tris-HClومف ثـ غُسمت في المحموؿ المنظـ الترس  Normal saline  (0.9) % NaCl متعادؿ

( لإزالة ما عمؽ بيا مف المواد التالفة ، ومف ثـُ قطعت الى أجزاء صغيرة بمقص 7.2)  pHمولر وبرقـ ىيدروجيني ممي

( مميمتر مف 5( غـ لكؿ معاممة مع )1(، وبواقع)Mortar & Pestleتخداـ المدقة والياوف الزجاجي )وسحقت بعدىا باس

( 0.25( الحاوي عمى السكروز بتركيز)7.2) pHولر وبرقـ ىيدروجيني م ( ممي50بتركيز) Tris-HCl))المنظـ محموؿ 

مولر، وحُطمت باستخداـ جياز الترددات فوؽ الصوتية ي ( مم0.1بتركيز)  Dithiothrietolمولر والدايثايوثريتوؿ

Ultrasonic disintegrator ثانية لثلاث مرات وباستخداـ حماـ ثمجي 30 ذبذبة/ ثانية لمدة   16000-12000بتسميط

 Crude( Crude Extractثانية لتحويميا الى كتمة متجانسة مف المستخمص الخاـ ) 20)تتخمميا فترات توقؼ لمدة )

Homogenate   بعد ذلؾ اٌخذ المستخمص الخاـ وفُصؿ الراسب Pellet   عف الراشح Supernatant بجياز الطرد

( مئوية ، تمت إذابة الراسب في 4دقيقة وبدرجة حرارة ) 30( دورة / دقيقة لمدة 10000المركزي الفوقي المبرد بسرعة )
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لمستخمص الخاـ والراشح والراسب مصدرا  لمكشؼ عف حجـ مف المحموؿ أعلاه مساوي الى حجـ الراشح ، ولقد استخدـ ا

 فعالية الانزيـ وحسب تصاميـ التجارب.

 :الكشف عن فعالية انزيم الفوسفاتيز الحامضي 

لمكشؼ عف فعالية انزيـ الفوسفاتيز الحامضي المتضمنة حضف وسط  [27]تـ إتباع الطريقة الموصى بيا مف قبؿ      

( 50وبتركيز) Sodium acetateمميمتر الحاوي عمى محموؿ خلات الصوديوـ  (0.4) بحجـ Assay mixture التفاعؿ 

 P-nitro phenyl -pyrophosphate( والمادة الأساس بارانتروفنيؿ بايروفوسفيت5.0)  pHمولر وبرقـ ىيدروجيني ممي

(PNPP) (ممي5وبتركيز ) ( دقائؽ وقد بد 3( ـ لمدة )37مولر في حماـ مائي بدرجة حرارة )نزيمي عند أ التفاعؿ الا

دقيقة، بعد ذلؾ  30)( ـ لمدة )37إضافة الانزيـ ) المستخمص الخاـ ،الراسب ، الراشح( وترؾ التفاعؿ عند درجة حرارة )

( عياري، ومف ثـ تـ تقدير 0.1N( بتركيز)NaOH( مميمتر مف ىيدروكسيد الصوديوـ )1تـ إيقاؼ التفاعؿ بإضافة )

( نانوميتر، وتـ التعبير عف فعالية الانزيـ بأنيا عدد نانومولات 410ياؼ عمى الطوؿ الموجي )الامتصاصية باستخداـ المط

 Molar) يود المولاريالناتجة / وحدة الزمف )دقيقة( / ممغـ بروتيف باستخداـ معامؿ الحnitrophenol النيتروفينوؿ  

extinction coefficient =14.3 × 10 -3 M -1 cm-1 ) 

 لقياس تركيز البروتيف في مستخمصات الطفيميات المستخدمة قيد الدراسة. [28]طريقةتـ اتباع 

  (Results & Discussion) والمناقشـــــــــــة النتائج. 3

  pelletوالراسب homogenateتـ تعييف مستوى فعالية انزيـ الفوسفاتيز الحامضي في كؿ مف المتجانس الخاـ      

كانت في  للأنزيـواف أعمى فعالية  ،اذ لوحظ اف نشاط الأنزيـ فعاؿ في جميع ىذه الطفيميات supernatantوالراشح 

. ومما تجدر الإشارة إليو  (2جدوؿ )ال 60%ومف ثـ الدايروفلاريا ايميتس73%  المتورقة الكبديةتمتيا  77%المونيزيا بندني

اف مستوى فعالية انزيـ الفوسفاتيز الحامضي في جميع ىذه الطفيميات يقع وبنسبة عالية في الجزء الراسب وىو الجزء الذي 

 يحتوي عمى عضيات الخلايا وغشاء البلازما .

مف الضروري دراسة ىذا الانزيـ بشيء مف التفصيؿ بقصد تسميط الضوء عمى خواصو البيوكيميائية ودوره في الديداف      

الفوسفاتيز الحامضي الذي يعمؿ عمى تحمؿ المركبات ذات الأوزاف الجزيئية الكبيرة مف أىمية في تحرير  لأنزيـلما الطفيمية 
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.. لقد تمت دراسػة انزيـ [30] الفعاؿ عمى تركيز أسترات الفوسفات في الخلاياالفوسفات اللاعضوي بالإضافة الى تأثيره 

عمى  للأنزيـوظير وجود متناظريف  [32,31,2,1] الفوسفاتػيز الحامضػي بصورة مفصمة في جميػع الأنظمػػة البيولوجية

لؾ  أشارت بعض الدراسات الى الأقؿ أحدىما مرتبط بالغشاء البلازمي والأخر في الجسيمات الحالة ، بالإضافة الى ذ

 [18,11] وجود انزيـ الفوسفاتيز الحامضي عمى سطوح الأغشية الخارجية لبعض الأوالي الطفيمية مثؿ المشمانيا

وفاشيولا  [21]و المتورقة الكبدية  [36]والديداف الطفيمية مثؿ ىايمينوليبس ديمنيوتا  [35,34,33] والتريبانوسوما

 . [23]جيجانتكا

ير نتائج ىذه الدراسة الى اف موقع انزيـ الفوسفاتيز الحامضي في الديداف الطفيمية قيد الدراسة كالمتورقة الكبدية تش     

 [36]وىايمينوليبس ديمنيوتا Schistosoma   [37]والمونيزيا بندني والدايروفلاريا أيميتس  مشابو لمثيلاتيا الموجودة في 

حيث يوجد في الغشاء السطحي والمادة البينية ليذه الخلايا . تشير الدراسات اف معظـ الخلايا [25]  والمونيزيا أكسبانسا

غير نفاذة لاسترات الفوسفات وكما يعتقد اف تغذية الطفيميات تتـ مف خلاؿ وجبات الدـ التي تحصؿ عمييا مف المضيؼ ، 

ه الديداف الطفيمية ىو تحمؿ أسترات الفوسفات الفوسفاتيز الحامضي في ىذ لأنزيـلذا فاف الدور المحتمؿ المقترح 

اللاعضوي  التي تعبر سطوح الأغشية الخارجية لمطفيمي وتعاني مف عمميات حياتية لتتحوؿ فيما بعد الى مصادر الطاقة 

 النمو . لأغراض

ية لمفوسفاتيز الحامضي ( دقيقة المتاحة عمى حث الفعالية الانزيم0-60لقد تـ دراسة تأثير الفترة الزمنية لمتحضيف )     

تدريجياً   تما تضاءلدقيقة والتي سرعاف  (30) في الديداف الطفيمية قيد الدراسة وأظيرت النتائج فعالية انزيمية خطية لمدة

بمرور الزمف وذلؾ ربما لاستنفاذ مادة الأساس.  مف المعموـ اف سرعة التفاعلات الانزيمية تزداد بارتفاع درجات الحرارة 

وذلؾ بسبب زيادة الطاقة الحركية لجزيئات المواد المشتركة في التفاعؿ مما يؤدي الى زيادة التصادمات بيف جزيئات مواد 

وعند زيادة درجة الحرارة عف ىذا  ،ـ الى أقصى فعالية لو عند بموغ درجة الحرارة المثمى لفعاليتوالتفاعؿ حتى يصؿ الانزي

المستوى يبدأ الانزيـ بفقد جزء مف فعاليتو مع ارتفاع درجة الحرارة الى اف يفقد الانزيـ كامؿ فعاليتو في درجات الحرارة 

                                                                                                                                                                                                                                                                        ( .                    للأنزيـالعالية )أي حصوؿ مسخ 

 وتشير النتائج المستحصمة مف دراسة التفاعؿ الانزيمي لمفوسفاتيز الحامضي وقياس نشاطيا في درجات حرارية مختمفة     

 تزداد بارتفاع درجة الحرارة إذ بمغت( درجة مئوية ، اف مستوى الفعالية الانزيمية في جميع الديداف قيد الدراسة (60-5  
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كما دلت النتائج عمى اف الفعالية الانزيمية بدأت بالانخفاض مع ارتفاع درجة ْ . ـ 37ارة أقصى فعالية عند درجة الحر 

 .(3,2,1)الاشكاؿكما في درجة مئوية  55-60الحرارة حيث فقدت كامؿ فعاليتيا عند درجة الحرارة 

 لعدد مف تراكيز المادة الأساسبتطبيؽ الظروؼ المثالية المدروسة أنفاً تـ حساب نشاط انزيـ الفوسفاتيز الحامضي      

  Lineweaver -Burkبورؾ  -( برسـ لينوفرKmمولر وتـ الحصوؿ عمى ثابت ميكميس منتف ) ( ممي20-0.125)

لمبارونيتروفنيؿ فوسفيت مساوي لػ  Kmاف قيمة  ، وقد دلت النتائج S/1مقابؿ تركيز المادة الأساس  V /1لسرعة التفاعؿ 

مولر في  ممي 0.5 ,( b 4)مولر في المونيزيا بندني  ممي 0.33 ,( a 4)المتورقة الكبدية مولر في  ممي (0.26)

 . (c 4)الدايروفلاريا ايميتس شكؿ 

كما تـ اختبار تأثير الرقـ الييدروجيني في مستوى فعالية انزيـ الفوسفاتيز الحامضي في الديداف الطفيمية قيد الدراسة      

( لتعييف الرقـ الييدروجيني الأمثؿ لمفعالية وقد ,6.8,6.5,6.0 3.5, 4.0 ,4.5 ,5.0 ,5.5) عند قيـ الرقـ الييدروجيني

  4.5و  (5شكؿ )الفي المتورقة الكبدية  5.5بينت النتائج الموضحة اف الرقـ الييدروجيني الأمثؿ لفعالية الانزيـ مساوي لػ 

 . (7شكؿ )الفي الدايروفلاريا ايميتس  5.0 و  (6) شكؿالفي المونيزيا بندني 

في نشاط انزيـ الفوسفاتيز الحامضي في الديداف  sodium tartrateلقد درس تأثير عدة تراكيز مف ترترات الصوديوـ      

دقائؽ وبعدىا تـ  10الطفيمية قيد الدراسة ، حيث تـ حضف عينات معمومة مف تحضيرات الانزيـ بوجود الترترات لمدة 

اف وجود الترترات حتى بالتراكيز العالية لـ يؤدي الى حصوؿ تثبيط  (3الجدوؿ )ي عف فعالية الانزيـ . يلاحظ مف التحر 

 والمونيزيا بندني والدايروفلاريا ايميتس .المتورقة الكبدية معنوي في فعالية انزيـ الفوسفاتيز الحامضي في 

عمى الرغـ مف انو لـ يتـ تنقية انزيـ الفوسفاتيز الحامضي في الدراسة الحالية مف المتورقة الكبدية والمونيزيا بندني      

والدايروفلاريا أيميتس ، إلا انو يمكف إستخداـ  النتائج التي تـ الحصوؿ عمييا كدليؿ عمى مستويات الفعالية الانزيمية في 

مع ذلؾ تعد ىذه الدراسة الحالية أوؿ مسح عاـ لمفوسفاتيز الحامضي في المونيزيا بندني . خلايا ىذه  الديداف الطفيمية . 

لقد أشارت النتائج التي تـ الحصوؿ عمييا في ىذه الدراسة الى وجود إختلاؼ في الفعالية الانزيمية بيف ىذه الديداف 

ؼ وموطف معيشة الطفيمي وكما ىو موضح في الطفيمية حيث تكاد اف تكوف الفعالية الانزيمية ذات علاقة بنوع المضي

روفلاريا ايميتس المتطفمة عمى الكلاب أقؿ ياف الفعالية الانزيمية لمفوسفاتيز الحامضي في الدودة الخيطية دا (2الجدوؿ )

 ار. مما ىي عميو في الدودة الشريطية مونيزيا بندني والدودة الورقية المتورقة الكبدية المتطفمة عمى الأغناـ والأبق
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وقد يكوف الأفتراض  [26,25,22,21]داف الطفيميةيوقد سبؽ اف تـ ملاحظة مثؿ ىذا الاختلاؼ في عدد مف الد     

المحتمؿ ليذا الاختلاؼ ناجماً عف الظروؼ البيئية لمطفيميات فضلًا عف اف فسمجة الديداف الطفيمية قد تختمؼ مف كائف 

الى أخر الا اف الجواب المقنع يمكف الحصوؿ عميو مف تنقية الانزيـ ودراسة خواصو بدقة وعمى المستوى الجزيئي مف 

جرة الكيربائية وكما يظير مف نتائج ىذه الدراسة اف ىناؾ إختلاؼ في الرقـ الييدروجيني الأمثؿ خلاؿ إستخداـ تقنيات الي

لفعالية انزيػـ الفوسفاتيز الحامضي في ىذه الديػداف الطفيمية ، حيث تكاد اف تكوف درجة الرقـ الييدروجيني مختمفة في 

  [39,38,25,22,20,19] .ر نفسو في ديداف طفيمية اخرىالأنواع التي تعيش في بيئات مختمفة وقد سبؽ اف اُكتشؼ الأم

ومف المحتمؿ اف تكوف الدرجة الحرارية المثمى لفعالية الفوسفاتيز الحامضي بمثابة تكييؼ الطفيمي لمتبدؿ الذي قد يحصؿ 

 بتة .في درجة الحرارة اثناء تحولو مف الطور اليرقي الى الطور البالغ في المضيؼ ذات الحرارة الجسدية الثا

 انزيـ الفوسفاتيز الحامضي في خلايا الديداف الطفيمية. فعالية :( 2جدول )

 

 الديدان الطفيمية

 

 *الفعالية الانزيمية

 % الفعالية الانزيمية

 الراشح الراسب

Fasciola hepatica 5  ±588 73 27 

Moniezia benedeni 4±110 77 23 

Dirofilaria immitis 3  ±46 60 40 

فوسفيت / دقيقة / ممغم بروتين من  فعالية الانزيم تعني عدد نانومولات النيتروفنيل الناتجة من اختزال البارانيتروفنيل* 

   .المستخمص الخام

 
 F. hepatica   في المتورقة الكبدية لفوسفاتيز الحامضيتأثير درجة الحرارة عمى فعالية أنزيـ ا (:1شكل )
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 M. benedeni  في المونيزيا بندني الفوسفاتيز الحامضيتأثير درجة الحرارة عمى فعالية أنزيـ  (:2كل )ش

 

. 

 D. immitis في الدايروفلاريا أيميتس الفوسفاتيز الحامضيتأثير درجة الحرارة عمى فعالية أنزيـ  (:3)كلش
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 (B( والمونيزيا بندني )A) المتورقة الكبدية مخطط لينوفر بيرؾ لانزيـ الفوسفاتيز الحامضي في  :(4شكل)

 (50mM( وسط التفاعؿ يحتوي عمى المحموؿ المنظـ خلات الصوديوـ بتركيز )Cوالدايروفلاريا ايمتس )

 الدايروفلاريا( والمادة) pH=5)المونيزيا(  pH=4.5 ( والمتورقة الكبدية) pH=5.5وبرقـ ىيدروجيني 

 .(20mM-0.125بارانايترو فنيؿ فوسفات ) الاساس

 

 

 

 

 

 

 ( عمى نشاط انزيـ الفوسفاتيػػز الحامضي فيpHتأثير الرقـ الييدروجيني )(: 5شكل )          

 والمحموؿ المنظـ المستخدـ ىو خلات  F. hepaticaالمتورقة الكبدية                  

 ممي مولر . 50بتركيز  الصوديوـ                                   
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 فيالحامضي  عمى نشاط انزيـ الفوسفاتيػػز (pHتأثير الرقـ الييدروجيني) :(6شكل )         

 المستخدـ ىو خلات المحموؿ المنظـو   M. benedeniالمونيزيا بندني                          

 ممي مولر . 50الصوديوـ بتركيز                                    

 

                            

 

 

 

 الحامضي ( عمى نشاط انزيـ الفوسفاتيػػزpHتأثير الرقـ الييدروجيني )  :(7شكل )

 المستخدـ ىو المحموؿ المنظـو  D. immitis في الدايروفلاريا ايميتس 

 ممي مولر . 50خلات الصوديوـ بتركيز 
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 الصوديوـ عمى نشاط انزيـ الفوسفاتيز الحامضي في الديداف الطفيمية. ترترات تأثير(: 3جدول)

تركيز ترترات 

 الصوديوم

 mM)ممي مولر( 

 التثبيط     %

Fasciola 

hepatica 

Moniezia benedeni Dirofilaria immitis 

0.01 NI NI NI 

0.1 NI NI NI 

1 1 NI 1 

10 2 2 3 

NI                        =             No Inhibition    
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