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 الممخص

 القصبي بالربو هصاب لشخص دم هصل هن Lipoxygenase (LOX) اللايبواوكسيجيىيز اىزيم وتىقية عزل الدراسة تتضهن
 الايوىي الهبادل عمى الحاوي الفصل عهود في اجريت التي الايوىي التبادل كروهوتوكرافيا ىتائج اظٍرت و الهختمفة التقىيات مباستخدا

(DEAE - سيميموز )الاولى البروتيىية الحزهة ان و البروتيىية، الحزم هن اثىين عمى الديمزة عهمية بعد الىاتج البروتيىي لمراسب A 
 الهثمى الظروف حددت ثم ( هرة،01691التىقية ) هرات عدد و (<>U/mg 86) الىوعية الفعالية بمغت اذ للإىزيم فعالية أعمى أظٍرت
 ،(م°1:) الحرارة درجة ،(pH8) عىد حاهضية دالة ،الخاهسة الدقيقة عىد كاىت فعالية اعمى ان الىتائج وبيىت الاىزيم لفعالية
 <>0)بمغت                          (Vmax) القصوى السرعة أن و( الميىوليك ضحاه) الاساس لمهادة( هول/ لتر همي ;.1)تركيز
 التوالي، عمى هولاري همي( :160) و( 1609) بمغت بيرك_لايىويفر وهعادلة هىتن هيكيمس هعادلة بتطبيق( Km) قيهة وان( لتر/  وحدة

 الذي بمغو  SDS-PAGE  باستخدام الكٍربائية الٍجرة بتقىية( A ولىالا البروتيىية الحزهة) التقريبي الجزيئي الوزن تحديد الى بالإضافة
 GC بتقىية وتشخيصٍا( الزيوت) الخيل ذىب لىبات الطبيعية الىواتج عزل الدراسة تضهىت كذلك. تقريبا دالتون( 69000)
ا لدراسة HPLC و عزل )الفلافوىويدات( وتشخيصٍا بتقىية( سائل-الغاز كروهوتوكرافيا)  جزئيا، الهىقى الاىزيم فعالية عمى تأثيرٌ

 الفلافوىويدات وتحتوي ،Lauric الموريك حاهض و Undecanoic الاىدوكاىويك حاهض عمى تحتوي الزيوت بان الىتائج واظٍرت
ا اها  ،Rutin الروتين و Ferulic acid  الفيروليك حاهض ،Qurectine تينيسكيور  ، Catechineالكاتشين عمى  فعالية عمى تأثيرٌ

 تميٍا و الصابوىين ثم هن و عالية بىسبة اللايبواوكسيجيىيز اىزيم وثبطت خفضت الفلافوىويدات اظٍرت بأن جزئيا الهىقى ىزيمالا
 .الزيوت
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ABSTRACT 
This study includes the isolation and purification of the Lipoxygenase (LOX) enzyme from the 

serum of an Asthma patient by using different techniques. The result showed the Ion – Exchange 

chromatography which occurred in the column containing the ion exchange (DEAE- cellulose) 

diethylamino ethyl – cellulose of the proteinous precipitateth which is  produced after dialysis. Two 

bands of  protein and the first band (A) showed the highest activity of the enzyme with the specific 

activity (2.68 U/mg) and the number times of  the purification was (10.30) once. Then, the optimum 

conditions of LOX enzyme showed the highest activity which it was at the fifth minute at pH = 8 and at 

(40°C),  substrate concentration was about (0.5 mmol/ L)  and the maximum Velocity (Vmax) was 

(168 unit / L), the value of (Km) by using Mikael’s Menten and Linwifer – Burk plot was (0.19) and 

(0.1:) molar respectively. In addition, the determining of the approximate molecular weight of LOX 

enzyme (the first protein band A) by electrical migration technology (Electrophoresis) using SDS-

PAGE and molecular weight and it was (69000) Dalton. Also the study includes the  isolation of th the 

natural products of the horse tail plant (oils) and identificated by GC (Gas-Liquid chromatography) and 

the flavonoids isolated and identificated by (HPLC) to study their effect on the activity of the partially 

purified enzyme, the results showed that oils contain an Undecanoic and Lauric acid, while flavonoids 

contain Catechine, Qurectine, Ferulic acid and Rutin, and it’s effect on the activity of partially purified 

enzyme showed that flavonoids reduced high-volume lipoxygenase enzyme and then sabonin followed 

by oils. 
 

Keywords: Asthma, Leukotriene, Lipoxygenase, Equisetum arvense. L., Oils, Flavonoid, Saponin. 

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
 المقدمة

 الٍوائية لمقصبات الهفرطة الاستجابة زيادةبشكل هتكرر بسبب  الٍواء هجرى باىسداد يتهيز هزهن التٍابي رئوي هرضالربو ٌو 
                   مالعال أىحاء جهيع في شخص هميون 991 بىحو يقدر ها عمى الربو يؤثر ،تجاي أي هٍيجات لهرضى الربو

(Kritasi et al., 2014 ; Raftis et al., 2018)  الك في الهس تشىج قصبي واىسدادهع و هتكررة  تغيرةبأعراض تىفسية ه يتهيز و
 Papi et al., 2018 ; Pathinayakeزصوت الأزي صداراهع السعال و  الصدر ىفس وضيق الهؤديا الى  بالتالي تضيقٍا الٍوائية و

et al., 2018)  ) الدخانو  الحيواىاتوبغ  والعفن  و كالغبار البيئيةعواهل الوراثية و هرض الربو ىتيجة لمتفاعلات الهعقدة لم أسبابتعود و 
(Gautier and Charpin, 2017)  التهارين الرياضيةو (Khan, 2010 )الستيرويدية الالتٍابات غير هثل عقاقير بعض الأدوية و 

 Lipoxygenase (LOX) ىيزيجيكساو يبو أللا أىزيم أنالعديد هن الدراسات الى  أشارتوقد ، (Sakalar et al., 2017) ينكالأسبر 
تدعى  بيولوجيةة يفعالب تهتاز دٌىية يةوسط هركبات توليدالى يؤدي  لأىً يتهيز بدوري الٍام في هرض الربو و الالتٍابات

 ,Busse and Kraft)                   الربو دوراً فيزيولوجياً هٍهاً في هرض ؤدي( التي تLTs)  Leukotriensيىاتاالميوكوتر 

2005; Folco and  Murphy, 2006; Wisatra and Dekker, 2014; Bankova and Boyce, 2018) السستىيل  حيث ان
 Cobanoglu)                       القصبي الربو و لحصول الحساسية الهفرطة الأساسالهسبب تعتبر  Cys – LTs)) يناليوكوتر 
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et al., 2013 ; Singh et al., 2013 ;  Kuhn et al., 2015) ، هن خلال  عمى اىقباض القصبات الٍوائيةتعهل  أىٍا إذ
  التي يتم التعبير عىٍا حصرا عمى العضلات الهمساء الهحيطة بالقصبة الٍوائية Cys -LT2))و  Cys -LT1))هستقبلاتٍا 

(Duroudier et al., 2009) ق الٍواء الى الحويصلات الٍوائيةالى تقميل تدف ةً فعىد  وجود أي هٍيج ستتقمص تمك العضلات هؤدي 

(Bohm et al., 2005)  هن لزوجتً تغيرالهخاط و  إفرازتحفز  أىٍا إلىبالإضافة (Kaliner et al., 1986 هؤ  )الى ىوبة ربوية  ةدي
 .(Berger et  al., 1999) يىات السبب الرئيسي في خمل وظائف الرئةاالميوكوتر  ، لذلك تعتبرحادة و هزهىة

 التي تعهل عمى اكسدة الاحهاض الدٌىية الهتعددة غير الهشبعة عائمة الاىزيهات ٌو هنLOX  اللايبواوكسجيىيزان اىزيم 
(PUFAs )ليٍا لتكون هشتقات الٍيدروبيروكسي ا أوكسجين يحاهض الميىوليىك او حاهض الاراكيدوىيك عن طريق اضافة ذرتك

ي فعالةهركبات ٍا لالهقابمة و هن ثم تحول   (FLAP)بروتين صغير ىاقل يدعى  وبهساعدة (Savari et al., 2014) اتيىاالميوكوتر  وٌ
(5-Lipoxygenase-activating protein) فٍو يساعد الاىزيم للارتباط بالحاهض الدٌىي عمى سطح الخمية    (Brash, 1999.) 

لإفراز ٌذي  الرئيس هصدروال (Joo and Oh, 2012) ياوالفطريات و حتى البكتير ىباتات في الحيواىات و الٌذي الاىزيهات  توجد
يعاىون هن هرض الربو ٌي الذين  للأشخاصان افضل علاج  اشارت الدراساتو  ،(Werz, 2002) ءالدم البيضا خلاياالاىزيهات ٌي 

  (Zileuton)زيميتون              هثل لايبواوكسيجيىيز–5ادوية هثبطة لإىزيم  او(Cys-LT1)  ميوكوترينهضادات هستقبلات الادوية 
(Berger  et al., 2007 ; Bruno et al., 2018،) اتٌىاك اعشاب تخفف هن حدة اعراض الربو هثل ىب وبالإضافة الى ادوية الرب 

، القمويدات و الفلافوىويداتالدٌىية،  كالأحهاضهن الهعادن وهضادات الاكسدة  حتوي عمى العديدي اتىب ووٌ  الأفيدرا )ذىب الخيل(
 الحرة ورذكاسحً لمج تهتمك خصائص هضادة للأكسدة والهيكروبات و لأىٍاعلاج هرض الربو عمى القدرة  التي لٍا الصابوىين

 ا عاليا لمحد هن اعراض الربووتظٍر ىشاط الى اىٍا تسكن الالتٍاب هن خلال ارتخاء العضلات الهمساء بالإضافة
(Antiasthmatic) (Park and Jeon, 2012 ; Al-Snafi, 2017.) 

 

 لق العمائطر  المواد و

                                   عزل وتنقية انزيم اللايبواوكسيجينيز. 1
                                                                             :مصل الدمتحضير     

اختياري  تم  ،اً عاه =8حوالي  هىذ و القصبيسىة هصاب بهرض الرب 35هل هن هتبرع يبمغ هن العهر  30تم سحب عيىة دم بحجم 
الحساسية و الربو في استشارية هستشفى  لأهراض صيصاتليكون ىهوذج الدراسة وفق ارشادات الهشرف الهيداىي و الطبيب الاخ

لضوابط دائرة  ةالهطابقو ذلك بعد الرخصة الاخلاقية هن الهريض و في هديىة الهوصل.  وحدة الحساسية و الربو() السلام التعميهي
ثم وضع الدم في أىابيب بلاستيكية ىظيفة ( ;ml) باستخدام هحقىة بحجم ،الهىطقةهن الوريد بعد تعقيم اذ تم سحب الدم  .ىيىوىصحة 

بعدٌا  (;min0 ) م لهدة˚=9ثم وضعت في حهام هائي بدرجة حرارة  ،لي ستايرينهن البو  غطاء أصفر هصىوعة اتهعقهة ذ و
ألهتخثر                                 هن اجل فصل الجزء  (min 12( لهدة )xg <111وضعت في جٍاز الطرد ألهركزي بسرعة )

                                                                  أن يكون غير هتحملالذي يجب  لدقيقة وابواسطة ألهاصة  serumسحب الهصل الرائق  وأخيراهن ألدم، 
(Bacchus et al., 1980 ; Wilson et al., 1972)حفظ بدرجة  ثمجافة  و ةبلاستيكية صغير  أىابيبفي  أجزاء أربع إلىقسم  ، و

بالإضافة الى تقدير فعالية  لبروتين فيً بطريقة لاوري الهحورةبعد الفصل و الحصول عمى هصل الدم قدر تركيز ا و (م˚ -81حرارة )
سمسمة هن عهميات التىقية اللازهة لفصل و دراسة خصائص الاىزيم. كها ليخضع الى  اخذ هصل الدم ثم  LOXجيىيزييبواوكساىزيم اللا

 سيوضح لاحقاً.
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  :الامونيوم كبريتاتبواسطة الترسيب    
 -1)          تراوحت بينتشبع  درجةبو  (Robyte and White, 1987) تدريجيا لتٍا الصمبةكبريتات الاهوىيوم بحااضيفت 

افظة عمى درجة حرارة الهحمول الهح اة التحريك بالهحرك الهغىاطيسي وهن هصل الدم لترسيب البروتيىات هع هراع هل 80 الى (65%
عشرين تم وضع الهحمول في جٍاز الطرد الهركزي الهبرد لهدة ٌا ، بعديوم كاهلل ستقرية لفي الثلاج ترك لهدة ساعتين ثم م˚: عىد

و دالة 20mM  بتركيز كهية هن هحمول الفوسفات الهىظم  بأقلأذيب و  الراسبواخذ الراشح  أٌهل، ثم (xg 6000)و بسرعة  دقيقً
 .يًف الأىزين فعالية َ البرَتيو كهية قدرت ثم (<811 ،آخرون)هحيسن و pH=6.8 حاهضيً 

 :                                                                                           (الديمزة) الغشائي رزالف   

دام كيس الديمزة )غشاء تخمص هن كبريتات الاهوىيوم باستخلم عهمية الفرز الغشائي لمهحمول الىاتج هن الخطوة السابقة أجريت  
بإحكام هع  الأسفلو  الأعمىهن وغمق  الهحمول بداخل الكيس هل( <0) وضع حيث ،(Robyte and White, 1987) ىصف ىاضح(

ساعة  24هع هراعاة التحريك بالهحرك الهغىاطيسي لهدة pH6.8  دالة حاهضيًو 20mM   بتركيز في هحمول الفوسفات الهىظم يغهر 
 كهيةقدرت  ثم الىاتج للمهحمَ الىٍائي الحجن حسب ءىتٍاالا بعد و ساعات 4استبدال الهحمول الهىظم كل هع  م(4°) ةبدرجة حرار و 

 .يًف الأىزين فعالية َ البرَتيو
                                                  :كروموتوكرافيا التبادل الأيوني   

ذي كان بطول     الزجاجي و ال في اعمى عهود الفصل بٍدوء و حقن السابقةهل هن الهحمول الىاتج في الخطوة  (10)اخذ 
و ٌو هن الهبادلات الايوىية السالبة  سيميموز( – DEAE; A-50يحتوي عمى راتىج التبادل الايوىي )و  سم( ;86)و عرض  سم( 1:)

هن الجزء  بأىابيب اختبارتم جهع العيىات  ثم ،باستهرار هحمول الفوسفات الهىظم إهرارهع . (Plummer, 1978) الضعيفة الشحىة
 .يًف الأىزين فعالية َ البرَتيو كهية قدرت ثمدقيقة(  0/ هل 0اي بواقع ) هل / ساعة 60 جريان هود و بهعدلالسفمي لمع

                                                                                                      :التجفيد  
جٍاز التجفيد لمحصول  مباستخداهن عهل التبادل الايوىي تحت التبريد  الىاتجة البروتيىيةجفف هحمول كل حزهً هن الحزم 

 .اللاحقةخطوات الوحفظ بالهجهدة لحين استخداهً ب (Nireesha et al.,  2013)ف اعمى الحزم بشكل هسحوق ج
                                                                             :تقدير البروتين  

        هن قبل الباحثينو الهستخدهة  الهحورةFolin - Lowry method  درت كهية البروتين باستخدام طريقةق
(Schacterle and Pollack, 1973). 

                                 :(LOX) اللايبواوكسيجينيز تقدير فعالية انزيم

الاهتصاصية عىد الطول في زيادة ال هن خلال هتابعة هصل الدمهن  الهىقى جزئيا LOX لإىزيمالفعالية الاىزيهية  تر قد
 .Rao (Shastry and Rao,  1975)و  Shastryتر باستخدام الطريقة التي وصفٍا يىاىوه 234الهوجي 
 

                           ى لعمل انزيم اللايبواوكسيجينيزتحديد الظروف المثم. 2
هثل تأثير تركيز الهادة الاساس ، تركيز الاىزيم ، وقت  LOXالظروف الهثمى لإىزيم  العديد هن التجارب لتحديد إجراءتم 

 .الٍيدروجيىي ) الدالة الحاهضية( و الاس  التفاعل، درجة الحرارة
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( Electrophoresis) الكهربائية  الهجرة بتقنية الدم مصل من جزئيا المنقى اللايبواوكسيجينيز لانزيم الجزيئي الوزن تحديد .3
 SDS-  PAGE باستخدام

 اكريلاهايد البولي في عهمية الفصل باستخدام تقىية الٍجرة الكٍربائية باستخدام (Laemmli, 1970تم استخدام طريقة الباحث )
Polyacrylamide الهطٍرة الهادة في (SDS )الصوديوم دوديسيل كبريتات Na+[CH3(CH3)10CH2OSO3-]  ذي التقىية وٌ

 .(Voet and Voet, 1990) البروتيىات هن الجزيئية الاوزان لتقدير استخداهٍا يتم اه غالباً  و سريعة
 

     ذنب الخيل اتالطبيعية من نبعزل النواتج  .4
                                                                                           :عزل الزيوت   

 72  لهدة Soxheltغم هىً في جٍاز الاستخلاص 150 وت هن ىبات ذىب الخيل بوضع و الزي دٌىيةعزلت الاحهاض ال
م بعد ان تم ىقع الىبات بالهذيب هدة يوم كاهل، ثم بخر ° Petroluem ether (80 -60)))باستخدام هذيب الايثر البترولي  ساعة

في اىبوبة هحكهة الغطاء لغرض اجراء عهمية ، و وضع الزيت (Rotary evaporator)الهذيب باستخدام جٍاز التبخير الدوار 
 (.9Sayyar et al., 201)  (GC)تقىية ب التي تكون هوجودة ضهن الزيتالتشخيص للاحهاض الدٌىية و الزيوت الطيارة 

                                                                            :عزل الفلافونويدات  
جف        بعد ان  ايام 9لهدة  حوالي فل( الىاتج بعد عزل الزيت في جٍاز الاستخلاصتات بأخذ الهتبقي )العزلت الفلافوىويد

            ل باستخدام جٍاز التبخير الدوارهن اثر الايثر البترولي و ىقعٍا بالايثاىول لهدة يوم كاهل في الظلام. ثم بخر الايثاىو 
(Rotary evaporator) هحكم الغطاء لغرض التشخيص بتقىية  أىبوبالىاتجة في  ثم وضعت الهادة(HPLC) Kato et al., 

(2010.) 
                                                                                  :عزل الصابونين  

لهدة   Soxhelt الاستخلاص بجٍاز وضعً و( الفلافوىويدات عزل بعد الىاتج التفل) بأخذ ذلك و الىبات هن الصابوىين عزل 
 تم و التجفيد جٍاز في الىاتج الهحمول وضع ثم ،كاهل يوم هدة الهقطر بالهاء ىقعٍا و الايثاىول أثر هن جفت ان بعد ساعة 8=

ا هعرفة لغرض الغطاء هحكهة بأىبوبة بالهجهدة حفظ ثم هسحوق بشكل الراسب عمى الحصول  جزئياً  الهىقى الاىزيم فعالية عمى تأثيرٌ
 (..(Sezgin and Artk, 2010 الدم هصل هن
  يعية المعزولة من نبات ذنب الخيل. تشخيص النواتج الطب5
  :الدهنية في الزيت الأحماضتشخيص    

 الأعهدة يكروهوتوكرافيا الغاز ذ GC))في الزيت الهعزول هن ىبات ذىب الخيل باستخدام تقىية الدٌىية  الأحهاضتم تشخيص 
في هختبرات وزارة العموم و التكىولوجيا / دائرة البيئة و الهياي في بغداد، اذ تم استخدام  Capillary gas chromotographyالشعرية 

 ). حيث بمغت درجة حرارة عهود الفصل بين اً هتر  30بطول  (SE-30)هع عهود فصل شعري هن ىوع  FID))كاشف المٍب الهتأين 
 درجات هئوية هع استخدام غاز خاهل )الىتروجين( كغاز ىاقل. 8تدريجياً و بهعدل هع ارتفاع درجة الحرارة م( 280-120°

  :تشخيص الفلافونويدات   
كروهوتوكرافيا السائل العالي الاداء في  (HPLC) شخصت الفلافوىويدات الهعزولة هن ىبات ذىب الخيل باستخدام تقىية

 :أدىايظروف القياس كها هدرج كاىت  و الهياي في بغداد هختبرات وزارة العموم و التكىولوجيا / دائرة البيئة و
 SYKAM,Germany :  الجٍازىوع 

 C18-ODSاسم العهود : 



 ٌبً رافد كهال  وهحهد بحري حسن
 

81 

 سم ( 25×  همم 4.6ابعاد العهود : )
 هل/ دقيقة 1سرعة التدفق : 

 هن هستخمص الفلافوىويدات( gm 0.01) عن طريق وزن (ppm 2000بتركيز ) Sampleاذ تم تحضير ىهوذج القياس 
. ثم حقن الىهوذج في Whatman( No.42) هل هن الطور الهتحرك، ثم رشح هرتين باستخدام ورق الترشيح 10في  إذابتٍاالهركز و 

. و شخصت الهركبات بهقارىة زهن الاحتجاز لمقهم العائدة لمفلافوىويدات هع زهن الاحتجاز لمهحمول القياسي والذي HPLCعهود 
 HPLC  (Gupta et al., 2012.)ـال عهود في حقىت ثم هميون لكل جزء( 1: – 01) نبي تراوحت هختمفة بتراكيزحضر 

 

 LOXتأثير النواتج الطبيعية عمى فعالية انزيم اللايمواوكسيجينيز  .6
اذ تم وزن  (ppm 9000-1000)حضرت تراكيز هختمفة هن الىواتج الطبيعية الهعزولة هن ىبات ذىب الخيل و بهدى يتراوح هن 

الهادة التي هن هل  11في  إذابتٍاالخيل و تهت ذىب غم( هن جهيع الىواتج الطبيعية الثلاثة الهعزولة هن ىبات  0.09الى  غم 0.01)
              دقيقة  30هن هحمول الاختبار لهدة   (20µl) الى الأىزيهيهن الهحمول   (20µl)اضيفتم استخلاصٍا فيٍا. ثم 

(Befani et al., 2001 )حسب الطريقة التي وصفٍا  الأساسرت الفعالية الاىزيهية باستخدام تركيز ثابت هن الهادة بعد ذلك قد
(Shastry and Rao, 1975.) 

 المناقشةو  النتائج
                                 عزل و تنقية انزيم اللايبواوكسيجينيز .1

عزلً هن ( و LOX) Lipoxygenaseللايبواوكسيجيىيز الإىزيم  الجزئية تىقيةال خلاصة وىتائج هراحل ( يوضح0) الجدول
ٌي        الترسيب بكبريتات الاهوىيوم الفعالية الىوعية في هصل الدم بعد  أنالىتائج  وأظٍرت، القصبي هصل دم شخص هصاب بالربو

(0.46 U/mg) والتي كاىت الدم قبل الترسيب هصلفي  للإىزيمىوعية هقارىة بالفعالية ال (U/mg 1.8<)  اها هقدار الاسترجاع فبمغ
بعد الترسيب  الأرزهن حبوب  جزئياالهىقى  LOX الفعالية الىوعية لاىزيم اها ،هرة( >=06كاىت ) ةو عدد هرات التىقي( ٪ 9?6<00)

هرة(  5.8كاىت ) ةعدد هرات التىقي و٪  57.7بمغ اع هقدار الاسترج و( U/mg 0.549)كاىت  (=9-1> )% بكبريتات الاهوىيوم
(Hiroyuki et al., 1986).  والشوائب يتات الاهوىيومهن التىقية هن اجل التخمص هن كبر  مهزيدلثم تم تطبيق عهمية الفرز الغشائي 

عها  ةهر  (:<96) بهقدار التىقية تضاعفتاي  (>=.U/mg 1) أصبحتوالتي  ىوعيةلارتفاع همحوظ في الفعالية ال أدتٌذي العهمية  و
ميً بعد عهمية الديمزة الذي تم الحصول ع هحمولعمى ال الأيوىيرافيا التبادل . و بعد تطبيق تقىية كروهوتوغخامهصل الالفي  كاىت عميً

 U/mg) (A) الأولى البروتيىية الفعالية الىوعية لمحزهةبمغت  اذ ،(0)في الشكل  كها هوضح ن)الفرز الغشائي( ظٍرت لديىا حزهتا
( هرة 01691) بهقدار الأيوىيعد عهمية التبادل عىي ان عدد هرات التىقية تضاعفت بٌذا ي (هل ;:0–;81)هن  حجم روغانوب (<>86

 1>8 –;80)هن  حجم روغانب و( <U/mg 069) اذ بمغت( A) الأولىاقل هن الحزهة  ىوعيةفعالية  فأظٍرت (B) ها الحزهة الثاىيةأ
 .الخام هصللاها ٌو عميً في ع (هرة <69;) بهقدارفازداد عدد هرات التىقية اها  (هل

 

 
 
 
 

 القصبي الربوب مريض دم مصل من اللايبواوكسيجينيز انزيم تنقية مراحل نتائج خلاصة: 1 الجدول
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الفعالية   (m1الحجم   ) التنقيةخطوات 
 *(U) الكمية 

البروتين     الكمي 
(mg) 

الفعالية 
 **النوعية

(U/mg) 

 الاستعادة
% 

 عدد مرات التنقية

 1 ___ 6426 .9.2 2443 21 مصل الدم

 1476 118.93 6446 6423 2489 18 بعد الترسيب

 3484 132492 1466 3.2 3423 17 بعد الديمزة

 A   65 4475 1477 2468 195447 16436 الحزمة :التبادل الايوني

 B 45 1443 1.68 1.38 58485 5438  الحزمة

*(U) هن حاهض الميىوليك في الدقيقة الواحدة. واحد : ٌي كهية الاىزيم التي تعهل عمى تحرير هايكروهول   
 البروتين.في واحد همغم هن  الهوجودةالفعالية الىوعية : ٌي عدد وحدات الاىزيم  **

 

 
حيث  الأيونيالمظهر الجانبي لروغان انزيم اللايبواوكسيجينيز المنقى جزئيا من مصل الدم بتقنية كروموتوغرافيا التبادل  :1 الشكل

 مثل الحزم البروتينية( تBو ) (Aان )
 

                                     تحديد الظروف المثمى لعمل انزيم اللايبواوكسيجينيز.  2

                                        :اللايبواوكسيجينيز متأثير الدالة الحامضية عمى فعالية انزي     
بورات الصوديوم الهستخدهة في قياس فعالية فة لمدالة الحاهضية التابعة لهحمول قيست فعالية الاىزيم باستخدام عدة قيم هختم  

و كها  (pH 8) الهىقى ظٍرت عىدها تكون للأىزيمفعالية  أقصى، و لوحظ بان الأساس ىاىوهتر 234اللايبواوكسيجيىيز عىد  اىزيم
                              الباحثين أشاركها  اليةأعمى فعدٌا هعيىة يظٍر عى pH لديً كل اىزيم إنحيث  ،(8) الشكلفي هوضح 

984)0) et al., Lagarde  لإىزيم الهثمى الدالة الحاهضية ان LOX اها الاىزيم  ،= ٌي للإىسان الدهوية الصفائح هن الهعزول 
كذلك ظٍرت  pH  (Sraer, 1983);6= فبمغ لمجرذان و pH9 عىد فعالية أعمى ظٍرأ للإىسان الكموية الكبيبة ىسيج هن الهعزول

 .pH  8 (Rashed and Mahmood, 2013)الهعزول هن هتحمل خلايا الدم عىد  للأىزيمفعالية  أعمى
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 المنقى جزئيا من مصل الدم كسيجينيزو ايبو تأثير الاس الهيدروجيني عمى فعالية انزيم اللا  : 2شكلال

 
  :لانزيما تأثير درجة الحرارة عمى فعالية   

كاىت  بأقصى فعالية الإىزيمعىد درجات حرارية هختمفة و ظٍر بأن الدرجة الحرارية الهثمى التي يعهل فيٍا  الإىزيملية قيست فعا
عن  الهسئولة الأخرى القوى و الٍيدروجيىية الأواصر اضهحلال بسبب الفعالية اىخفضت الدرجة ٌذي بعد و م( 40°عىد الدرجة )

 ها هع تتفق الىتيجة ٌذي و (Robyrt and White, 1987)الاىزيم  جزيئًوبالتالي هسخ  للإىزيم يالفراغ التركيب الحيوية و الفعالية
 Robyrto et)  نيلباحثا و السوداىي الفول هن الهفصول  LOX للإىزيم( <811آخرون،  و هحيسن) الباحثين هن كل اليً توصل

al., 1999) لإىزيم LOX (.9)شكل وكها هوضح في الدقيق القهح  هن الهفصول 
 

 
 المنقى جزئيا من مصل الدم كسيجينيزاو يبو : تأثير درجة الحرارة عمى فعالية انزيم اللا3شكل ال

    

                   :اللايبواوكسيجينيزانزيم تأثير زمن التفاعل عمى فعالية  
الدقيقة الخاهسة  ظٍرت عىد للإىزيملية فعا أفضلظٍرت الىتائج بأن أو بأوقات هختمفة هن بدء التفاعل  الإىزيمتم قياس فعالية 

  .حد هعين إلىة بالاىخفاض ثم تثبت الفعالي تبدأد الدقيقة الخاهسة و بع( :) هوضح في الشكل وكهابدء التفاعل  بعد
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 المنقى جزئيا من مصل الدم : تأثير زمن التفاعل عمى فعالية انزيم اللايبواوكسيجينيز4الشكل 

   

  :         مالإنزيعمى فعالية  الأساسدة تأثير تركيز الما   
، و بيىـت الىتـائج بـأن الفعاليـة همي هـولاري( 0 – ..1)  بين تتراوح الأساسقيست فعالية الاىزيم باستخدام تراكيز هختمفة هن الهادة      

حــاهض  الأســاسبالهــادة  للإىــزيمتشــبع الهوقــع الفعــال بســبب  همــي هــولاري( 0.5)عىــد التركيــز  تصــبح قيهــة ثابتــة أن إلــىالاىزيهيــة تــزداد 
لهعادلـة   Kmةاهـا قيهـ (وحـدة / لتـر <>0) ( عىـدVmaxالقصـوى ) السـرعةقيهـة  تبيـرك ظٍـر –، و باسـتخدام هخطـط لايىـويفرالميىوليـك
ٌـذا ، (,6;لشـكمين )فـي اهوضـح وكهـا  عمـى التـوالي همـي هـولاري (:1.0) و (1609) بيـرك  فكاىـت–هىـتن وهعادلـة لايىـويفر - هيكـيمس

 011)  بـين تكـون قيهتٍـا عـادة هـا للإىزيهـات Kmقيهـة  أنك، حيـث تباط بهادة الاساس حاهض الميىوليـللار  عاليةالفة  للإىزيميعىي ان 
 (.8111)آل فميح،   همي هولاري (160 –
 

 
 من مصل الدميجينيز المنقى جزئيا يبوكس: تأثير تركيز مادة الأساس عمى فعالية انزيم اللا5الشكل 
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يجينيز المنقى كساو يبو منتن والسرعة القصوى لإنزيم اللا –بيرك لتوضيح قيمة ثابت ميكيمس  –: رسم لاينويفر 6شكل ال         

 مجزئيا من مصل الد
   LOX:ية تأثير تركيز الانزيم عمى فعال   

  A الهفصولة الحزهة هحمول هن( هايكروليتر 011 – 01) بين تتراوح الاىزيم هن هختمفة تراكيز باستخدام الاىزيم فعالية قيست       
 تىاسبت بالإىزيم الهحفز التفاعل سرعة ان هع يتفق ٌذا و( =) الشكل في هوضح كها التركيز دبازديا تزداد الاىزيم فعالية بأن وجد و

 ،)آل فميح                      خرىالأ العواهل بثبوت الهحيط في بوفرة الأساس هادة تكون عىدها الإىزيم تركيز هع طرديا
8111(Murray et al., 2012 ; . 

                                                                                                                                                                                                                                                                 

   
 كسيجينيز المنقى جزئيا من مصل الدماو يبو : تأثير تركيز الانزيم عمى فعالية انزيم اللا7شكل ال

 

( Electrophoresis) ئيةالكهربا  الهجرة بتقنية الدم مصل من جزئيا المنقى اللايبواوكسيجينيز لانزيم الجزيئي الوزن تحديد.  3
 :SDS-PAGE باستخدام

ىحو القطب الهوجب و التي وجدت حزهة بروتيىية ههيزة عمى  (protein marker) حسبت الهسافة التي قطعتٍا البروتيىات
لتقريبي عتهدت ٌذا الهسافة في تقدير الوزن الجزيئي اا و (?) كها هبين في الشكل تابعة للازيم و ( سم هن ىقطة الأصل968بعد )

ٌذي الىتيجة قريبة عمى ها (. <) الشكلفي ن الهىحىي القياسي الهبين ه بالاستفادةوذلك  تقريبا (دالتون 111?>للإىزيم والهساوي الى )
في  LOXبان الوزن الجزيئي لاىزيم اللايبواوكسيجيىيز  (Shibata and Axelrod, 1995 ; Brash, 1999)جاء بً الباحثون 

و بيىت دراسات سابقة  كيمو دالتون(001 – :?)بين الوزن الجزيئي للإىزيم فيتراوح اها في الىباتات  نكيمو دالتو  (75-81)الثديات يبمغ 
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 93000)                             بتقىية الٍجرة الكٍربائية تقريبا حوالي الأرزالهعزول هن حبوب  LOX لإىزيمبأن الوزن الجزيئي 
 72500)فبمغ وزىً الجزيئي  Plerwotus Sapidusاها الاىزيم الهعزول هن فطر الهحار    (Hiroyuki et al., 1986)(دالتون

 .(Plagemann et al., 2014)  دالتون(
 

 
       باستخدام Electrophoresis الكهربائية الهجرة بتقنية التقريبي الجزيئي الوزن لتعيين القياسي المنحني: 8 الشكل

PAGE-SDS 
 

 
 PAGE-SDS: صور الهجرة الكهربائية الحاوية عمى 9لشكل ا       

 

  ذنب الخيل اتالنواتج الطبيعية لنب تشخيص. 4
                                                                                      :تشخيص الزيوت    

 (GCسائل ) -رافيا الغازغبتقىية كروهوتو  بات ذىب الخيلضهن الزيوت الهعزولة هن ى الدٌىية الأحهاضظٍرت ىتائج تحميل أ
 .(01) في الشكل كها هوضح و ،بوجود العديد هن القهم
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 من نبات ذنب الخيل المعزولة لمزيوت GC : كروموتوغرام16الشكل  

 

تبـــين اىـــً تـــم   ،GCالتـــابع لكروهوتـــوغرام  (Rt) لمقهـــم الىاتجـــة هـــع زهـــن الاحتجـــاز (Rt) و هـــن خـــلال هقارىـــة زهـــن الاحتجـــاز
اهـا  (8 الجـدول )( وكها تم توضيحً فـي Lauric حاهض الموريك و Undecanoic حاهض) تابعة لـ و ٌي ين هن القهمتاثى تشخيص

 فمم يتم تشخيصٍا. الأخرىالقهم 
 

 خيللنبات ذنب ال الكروموتوغرام القياسي مع ناتج الزيوت ومقارنتها لكروموتوغرام الاحتجاز زمن قيم: 2 الجدول
 

 تشخيص القمم زمن الاحتجاز القريب منه (Rtزمن الاحتجاز ) القمم
0 <61:9 <6:= Undecanoic acid 
8 0068?= 016>0 Lauric acid 

 

  :                                                                               تشخيص الفلافونويدات    

 أربعوجود ، HPLC الأداءلعالي ا السائل بتقىية كروهوتوغرافيافلافوىويدات الهعزولة هن ىبات ذىب الخيل الظٍرت ىتائج تحميل أ      
  . (00)قهم كها هوضح في الشكل 
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 الكروموتوغرام الخاص بناتج الفلافونويدات المعزولة من نبات ذنب الخيل   :11الشكل 

 

لمقهم العائدة لمفلافوىويدات الهعزولة هن الىبات هع زهن  (Rt) الاحتجاز اذ تم تشخيص ٌذي القهم عن طريق الهقارىة بين زهن
 بان ىبات ذىب الخيل يحتوي عمى الكاتشين( 9 الجدول)الهقارىة كها هوضح في  لمكروهوتوغرام القياسي و كاىت ىتيجة( Rt)الاحتجاز 

Catechine كيورستين ،Qurectineالفيروليك ، حاهض  Ferulic acidو روتين  Rutin ن و الباحث جاء بً  و ٌذا يتفق هع
(Pallag et al., 2016) .بان ىبات ذىب الخيل غىي بالفلافوىويدات والاحهاض الفيىولية 

 

 ومقارنتها مع الكروموتوغرام القياسي لنبات ذنب الخيل فلافونويداتال ناتجالاحتجاز لكروموتوغرام  زمن قيم :3الجدول 
 

 
 
 
 
 
  ى جزئيا من مصل الدمقالمن LOXدراسة تأثير النواتج الطبيعية عمى فعالية انزيم . 5 

  :                                                                                        تأثير الناتج الزيتي      
تزداد ىسبة تثبيط اذ  ،(08) الشكل ها فيك هن فعالية الاىزيم قمل الهعزول هن ىبات ذىب الخيل تيزيال الىاتج ان الىتائج أظٍرت

 تيوال الموريك حاهض و حتوي عمى حاهض الاىدوكاىويكيالىبات  أنحيث  ،(: الجدول)كها هوضح في  الاىزيم هع زيادة تركيز الزيت
 هضادات و الحيوية اتضادهالبيولوجية كال الأىشطةالعديد هن لٍا  أحهاض بأىٍا (Vijayendar et al., 2016) نو الباحث إليٍا أشار

عمى التقميل هن الالتٍاب وتقميل  والتي لٍا القابمية أكسديوهضاد  لمفيروسات اً هضاد اً كاىويك ىشاطيحاهض الاىد حيث يظٍر الجراثيم
 تكوين الميوكوترايىات الىاتجة هن هسار اىزيم اللايبواوكسيجيىيز.

 

 تشخيص القمم الاحتجاز  القريب منه زمن (Rtزمن الاحتجاز ) القمم
0 3.83 4.12 Catechine 
8 6.37 6.56 Qurectine 
9 5.0 5.18 Ferulic acid 
: 6.92 7.25 Rutin 
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 الدم مصل من جزئيا المنقى LOX فعالية عمى الخيل ذنب لنبات الزيتي الناتج تأثير :12 الشكل
  :تأثير الفلافونويد   

 و (09الشكل )في  هوضح كها هن الزيوت والصابوىين أكثر الإىزيمة يل فعاليالفلافوىويدات ادت الى تقم الىتائج ان أظٍرت
ٌذا يتفق هع  و (ppm 7000) بيط كمي عىد التركيزثيصبح التتزداد ىسبة التثبيط هع زيادة تركيز الفلافوىويد الى ان  ( حيث:الجدول )

جدا ضد  تهتمك ىشاطا عال   حهاض الفيىولية()الفلافوىويدات والا بان الهستخمصات الكحولية (Dukic, 2008) ها جاء بً الباحث
ارتخاء العضلات لتٍاب و الاعن طريق تقميل  الربو أعراضهن  هها يقمل ط اىزيم اللايبواكسيجيىيزيتثب هع إزالتٍا الجذور الحرة و

تمك ألفة لمتآصر الٍيدروجيىي هع ٍذا الىوع هن الهركبات يهف و الروتين رستينو الكاتشين هتعدد الفيىول و الكي أن إلى بالإضافة .الهمساء
ظٍر ىشاط عالي لتثبيط اىزيم و عميً سي البروتيىات هها يؤدي إلى تغيير في الترتيب الفراغي لمبروتين وبالتالي يفقد فعاليتً الحيوية

 antilipoxygenase ولٍذا تدخل في تركيب العديد هن الأدوية الهثبطة لٍذا الاىزيم هن اجل تقميل الالتٍاب اللايبواوكسجيىيز

activity  and Al-Joraisi, 2013) AL-Abbasy Borbulevych et al., 2004 ; ) . 

 
 المنقى جزئيا من مصل الدم LOX إنزيمالعلاقة بين التراكيز المختمفة لمفلافونويدات و فعالية  :13 الشكل

 :                                                                                   تأثير الصابونين
حوالي  العاليةاذ اىً عىد التراكيز  ،(14كها في الشكل ) LOX ن يقمل هن فعالية اىزيمالصابوىي زيادة تركيزان  الىتائج أظٍرت

(9000 ppm )وي حيث يحت (4الجدول )و كها هوضح في  اقل هن الفلافوىويدات الزيوت و هها عميً في أكثر تكون ىسبة التثبيط
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                  الربو و لدى هرضى الحساسية الهىاعة لجٍاز الهفرط الىشاط تقمل هن للالتٍاب الصابوىين عمى هركبات هضادة
Rhen and Cidlowski, 2005 ; Agnihorti et al., 2010).) 

 
  ن مصل الدم لمنقى جزئيا ما LOX انزيم فعالية لمصابونين و المختمفة التراكيز بين العلاقة: 14 الشكل

 

 الدم مصل من جزئيا المنقى LOX انزيم فعالية عمى الطبيعية النواتج تأثير :4 الجدول
 النواتج الطبيعية ppmالتركيز  (U/L) الفعالية * % نسبة التثبيط

=6:> 117.536 0111 

oils 

=6;: 117.412 8111 

=6<> 117.24 9111 

>618 116.805 :111 
=6?? 116.845 ;111 

>60: 116.652 <111 

?61? 115.451 =111 

?6?1 114.422 >111 

0160= 114.078 ?111 

;69 00=6=> 0111 

Flavonoids 

>698 00<6:9 8111 

016:> 0096<? 9111 

086?; 0016;< :111 

=<69= 916;<; ;111 

?16= 006>> <111 

??68 00610 =111 

??69 16>> >111 

??6?? 1.5 ?111 

0.78 08<6: 0111 

Saponin 

1.85 08:6<; 8111 
4.54 080689 9111 
7.81 00=61> :111 
9.26 00;689 ;111 

11.74 00861> <111 
36.56 816;< =111 
46.75 <=6<8 >111 
60.62 50.01 ?111 
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 ( =U/L08 )عمها اىً قيهة الفعالية القياسية للإىزيم ٌي 
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