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 لملخصا

طبيعي  لشخص  الدممن بلازما (SDH) ديهيدروجينيزالسوربيتول انزيملبحث عزل وتوصيف اتضمن      

ة ـائج تقنيـ نتأظهرت وقد .لمختلفةالحيوية التقنيات ا ستخداماب )سنة 34(بعمر  )B( الدممن فصيلة سليم  متبرع

 محلول حتواءإ )Sephadex G-100( الهلاماوي على ـلحال ـلفصاعمود في  أجريتالتي  يالهلام الترشيح

على حزمتين بروتينيتين  زةـالديلعملية جراء إ بعد لامونيوما بريتاتبك يبـالترسن ـلناتج ماي البروتينلراسب ا

للحزمة  ذ بلغت عدد مرات التنقيةإ ،عالية للانزيم  فعالية)ІІقمة (  الثانية البروتينيةلحزمةا متلاكإوتبين 

 اًلمنقى جزئيا SDH)( لأنزيملتقريبي الجزيئي الوزن ا عن ذلك تم تحديد لاًفض ،)مرات 8( الثانيةينية البروت

ثم حددت بعد ذلك . ) دالتون38672(ي وكان مقداره الهلام الترشيح تقنية ستخداماب )ІІ يةالبروتينلحزمة ا(

تركيز عند لمنظم المحلول ا يعمل في نزيمالأ أنلنتائج ا وأظهرت، اًلمنقى جزئيا الأنزيملمثلى لعمل الظروف ا

)100µl(قدره أس هيدروجيني ثلاثي ايثانول امين، و ل)1.5( تركيزعند و )م˚40(  ودرجة حرارة مثلى)7 

لتي ا )(Vmaxلقصوى السرعة ا أند ـبيرك وج - رسم لاينويفرستخداماوب. أساسللفركتوز كمادة  )مولاري

 )0.92(تساوي  )Km( منتن -ن قيمة ثابت ميكيلسا و،دقيقة/يكرومولما )0.53(اوي ـ تسالانزيمل بها ـيعم

 أما، EDTA, Mg, Zn)(  مثلك مركبات كيميائية لها تأثير منشطلان هنابدراسة ال أظهرت كذلك. مولاري

 الأنزيممن النوع غير التنافسي لفعالية وهو مثبط تأثيره   النتائج بأنأظهرت فقد )(NaF فلوريد الصوديوممركب 

     .)m mol/L 3(تركيز عند و
  

  .لسكراداء  ،)(SDHديهيدروجينيز السوربيتول انزيم :لدالة الكلماتا

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT 
       The research is concerned with the isolation of sorbitol dehydrogenase (SDH) from the 
normal human plasma using different biochemical techniques. The results of filtration 
chromatography on sephadex G-100, that the solution contains proteinous precipitate which 
was resulted by ammonium sulfate precipitation after dialysis. The second bunch (ІІ) shows 
high effectiveness of the enzyme. The number of purification of the second bunch (ІІ) is (8) 
times. Furthermore, the approximate molecular weight of the partially purified (SDH), bunch, 
(ІІ) using gel filtration was found to be (38672) Dalton. Optimum conditions were obtained in 
this research. The results showed that the enzyme works in the buffer solution using (100µl) of 
triethanolamine as a buffer, in pH (7), and the incubation temperature was (40˚C), The 
incubation time was (1min.) and (1.5M) of D-Fructose as a substrate was used. By using 
lineweaver-Burk plot, it was found that the maximum velocity (Vmax) was (0.53µmol) and 
Michaelis constant (Km) was (0.92M). The effect of some chemical compounds on (SDH) 
activity was also studied. Some compounds have an activator effect like (EDTA, Mg, Zn), 
whereas sodium floride (NaF) showed uncompetitive inhibition on the activity of the enzyme 
at a concentration (3 m mol /L).  
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  لمقـدمةا

 ، والاختزالالأكسدة أنزيماتلى عائلة إ )EC 1.1.1.14( SDH)( ديهيدروجينيز السوربيتول أنزيمنتمي ي

لثديات، بينما تواجده في الخلية لكبد ا سايتوبلازم ينكوت في اً مساعدعاملاًبوصفه عالية  بتراكيزيتواجد و

 رتفاعاأن بيلاحظ  ,.Pakuts et al). 1988( على التوالي )15.6%و7.9( لهيكلية بنسبةا والعضلات المايتوكوندريا

 Gerlach and( مرض السكريكذلك ولكبد اتصيب  التي للأمراضر ـ مؤشهو الدم في SDH)( أنزيممستوى 

Hiby, 1974(.يسمى كذلك ألبوليول  ماوا ،السوربيتول  إن )Polyol(،يتواجد و ، هو كحول سكري في معظمه

ن ـم اتقريب )(%60 السوربيتول يؤلف .Jeffery and Jornvall, 1988)( لغذائيةالمنتجات العديد من افي 

 Casslen and). م له مذاق حلو وناعإذ أن ،سعرة حرارية3) -(1 بتحريرهوذلك  ركلحلويات على شكل سا

Nilson, 1984) أمراضفي مستواه  رتفعيلكن  الأسنانفي لتسوس الى مشاكل إيؤدي   لاالسوربيتولن إ 

كميات كبيرة كت استهلذا إبب مشاكل معوية للبالغين ـلغذائية لكنه يسالحمية ا  وهو مناسب لتطبيقات،لسكريا
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 الكلوكوزسكر  اختزاليتم  .(Jonathan et al., 1988) لواحداليوم افي  اً تقريب )gm.-10 50( يقارب ما أيمنه 

السوربيتول  كسدةأ يتبع ذلكو )Aldose reductase( (A.D) لالـدوز ريدكتيز انزيمأإلى السوربيتول بواسطة 

 أنزيم بواسطةتفاعل متوازن   في)فركتوز - (Dىل إ)سوربيتول – (Dأكسدةيتم  أي ،نزيمالأ لى فركتوز بوجودإ

)(SDHلنيوكلوتيد ادنين ثنائيأمايد أ نيكوتين الأنزيميوجود المرافق  ب )+NAD(  .(Finn et al., 2003)  
 

D-Sorbitol  + NAD +                      D-Fructose  + NADH  +  H+ 

 

 عمر  سايتوبلازمي يمتلكأنزيم وهو ،لكبدا وبتراكيز عالية في )SDH( ديهيدروجينيز السوربيتوليتواجد 

 ,Dunlop( لى سوربيتولإلفركتوز ا على تحفيز تحول SDH)( أنزيم يعمل حيث ،)>hours 4 (نصف قصير

 إن بالرغم من ،لكبدا أمراض أنواعيل لجميع مؤشر ودل وهو ، غير مستقراأنزيم SDH)( يعتبر .)2000

لتي ا والالتهابات الأمراض مثال ذلك ،لثانويةا أو الأوليةلكبد ا أمراضمراحل  يحدث في أن يمكن رتفاعالإ

لكبد ا أنزيماتتسرب من  الاستفادة ويمكن .اًمرتفع )SDH( أنزيم  مستوىذ يكونإ ،والأمعاءدة ـمعلاتصيب 

الدم مصل  في الأنزيملزيادة في فعالية ا أنذ إ (Burtis et al., 1999) لكبداات خلايا صابإلخلوية للكشف عن ا

 مصل في الأنزيمفعالية مستوى ويعتمد . الخلايا أغشية نتيجة تلف الخلايا من الأنزيمتمثل مؤشر لحالة تسرب 

 ارتفاعلى إمرض السكري  وقد يؤدي .لواحدةاصابة للخلية لإاخطورة لمؤثرة وا الخلايا من عدد لٍعلى كالدم 

 لعينامرض ماء  ونتيجة لذلك يصاب المريض بظهور ،تركيز كل من السوربيتول والفركتوز في عدسة العين

)Cataract(Bron et al., 1993)( .لكن تراكمه الخلايا أغشية خلال الانتشارلقابلية على ا لسوربيتول لليسو 

 )Tetramer(  رباعيأنزيم  هو)SDH( أنزيم ن إ.)Osmotic damage( لازموزيا لضررايسبب حالة من 

 ويحتوي على )لف دالتونا 40-38( لجزيئي بينايتراوح وزنه و، (Subunits)  وحدات فرعيةأربعحتوي على ي

 اً رئيسياًلتي لها دورا الكلوكوزيض ألبوليول من مسارات امسار  يعد. ة زنك لكل وحدة ذرة زنك واحد ذرات(4)

 ,Rellose) البوليول كثيرا مسار يتنشط الدمنه عند زيادة سكر أ أي ،الدموط مثل فرط سكر لشرا طار بعضإفي 

1998) .  

  لعملاطريقة 

     Blood Plasma                                                                                            :بلازما الدم

  .لموصلالرئيسي في ا الدممن مصرف  الدملحصول على بلازما اتم       

  

  

  

SDH  
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       :ةـلملحيا لإزاحةا بطريقة البروتينل ـفص

 ،يةالبروتينلمحاليل المتعادلة إلى ا الأملاحات هي إضافة البروتين لترسيب ستعمالالالشائعة الطرائق امن 

ان بسرعة بى الذوعل تهالتي تتميز بقابليا 2SO4(NH4)مونيوم لأا كبريتات  هواستخداما الأملاح هذه أكثرن وم

ات البروتيناً لتنقية دلطريقة مفيدة جالمرسب لذلك تعد هذه ا البروتينر في طبيعة ي تغيأيعالية وعدم حدوث 

  .)Wiley, 2005(لخلية القابلة للذوبان في خارج ا

   

  Dialysis                                                                                       :لغشائيالفرز ا

وذلك  )SDH( انزيم زيادة في فعالية الترسيبلناتج من عملية الغشائي للراسب الفرز ا عملية أظهرت

 الاحتفاظإذ يتم  ،)دالتون 14000 عن التي تقل(لصغيرة الجزئية ا الأوزانية ذات البروتينلمركبات ابسبب خروج 

لتقنية مفيدة لإزالة اهذه وتعد ن، السليفالمسام داخل كيس ا قطر كبر بكثير منأ أبعادبجزيئات بروتينية ذات 

مما يؤدي إلى زيادة  ،)Plummer, 1978( الأخرىلصغيرة ا والجزيئات )لامونيوماكبريتات (لملح ايونات ا

جة لرغم من حدوث عملية تخفيف للمحلول نتيالغشائي على الفرز الناتج من المحلول ا في نزيم للاالنوعية الفعالية

  .لغشائيالفرز اعملية 
  

                        Gel filtration chromatography                       :يالهلام الترشيحكروماتوغرافيا 

 الحجم في ختلافالالى إ ستنادااي فصل المركبات عن بعضها الهلام الترشيحيتضمن كروماتوغرافيا 

محبة (متراصة ولحاوي على حبيبات ذات مسامية معينة منتفخة اعمود لالجزيئي عند إمرارها من خلال اوالوزن 

 ثقوب ختراقالكبيرة لا تستطيع افالجزيئات . )Sephadex( سيفاديكسلا مثل هلام ،)gell( الهلام تدعى )للماء

 إذ أولا )لروغانا( الراشحلسائل العمود مع الحبيبات فتخرج من المنتفخة وإنما تمر من خارج ا الهلامحبيبات 

 أنابيبشكل على  ويجمع ،)Fractions Collector(لتلقائي ا الأجزاءيمكن فصلها وجمعها بواسطة جهاز جامع 

لمترشح السائل العمود مع ا وتخرج من الهلاملصغيرة فإنها تخترق حبيبات الجزيئات ا أما، لةصغيرة ومتسلس

 وتعزل .بروتين من عمود الفصل ة كل لمقطر لإزاحالماء ااب حجم ـ يتم حس.(Verbeuren, 1976) ثانياً

 أن إذ ،)nm 280( لمفصولة عند طول موجي قدرها للأجزاء متصاصيةالا قراءة شدة ية من خلالالبروتينلمواد ا

   .)Sephadex G-100( )Mikkelsen, 2004(و ـ ه الترشيح الهلاميلمستخدم في تقنيةا الهلام
 

  :تعبئة عمود الفصل

 من نوع الديكسترانلذي يحتوي على هلام ا )cm 96×1.8( لأبعادالفصل ذو ا عمود ستخدمأ 

)100Sephadex G-(  رتفاعاعلى )86 cm(، لجزئية لغايةا الأوزانلمركبات ذات الذي يفصل ا )150000 
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 على جدران الهلاموذلك بسكب  تم وضع الهلام )(ml 260 على حجم العمود الذي يساوياً عتمادا و.)دالتون

 .الأبيضلزجاج ابة من صوف ـقطعة مناس بعد وضع ،)لفقاعاتادوء وبشكل مائل لمنع تكون به( لفصلاعمود 

من لعمود الفصل بشكل دائري وعلى جدران ا عمود  في)ml 2(  بحجماً آنفةلمذكورالمواد اعملية حقن  تمتوقد 

 دلـ وبمع)ml/hour 60( لجمع بمعدل جريانا تمت عملية .الحجملمقطر وبنفس الغسل بالماء اتبعها ثم الداخل، 

ي من البروتينلمحتوى ا متابعة أجريتو. لذي يعمل بنظام الدقائقا الأجزاءجامع   لكل جزء من جهاز)دقائق5 (

 )nm 280(قدره عند طول موجي  جهاز المطياف الضوئي فيمفصولة لا للأجزاء الامتصاصخلال قياس شدة 

)Robert and White, 1987( .  
  

   :كمية البروتين تقدير

  . لتقدير تركيز البروتين)Schacterle and Pollak, 1973(لمحورة الباحث لاوري ا طريقة ستخدمتا

  . (Gerlach and Hiby, 1974)الباحث بطريقة  )SDH(انزيم السوربيتول ديهيدروجينيزقدير فعالية ت
  

  المناقشة ولنتائج ا

من  (B)  الدمومن فصيلة )سنة34 ( سليم بعمرع متبرشخص خذ بلازما دم أ من خلال البروتينتم ترسيب         

 لفصل )لديلزةا(لغشائي الفرز الجزئية مثل التنقية اعمليات  أجريتو ،لموصلالرئيسي في ا الدممركز نقل 

من خلال  )SDH( لأنزيملتقريبي الجزيئي الوزن ار ثم تقدي ،لصغيرةاات لجزيئالكبيرة عن الجزيئية  االأوزان

 الأدبياتيتفق مع  ما وهو )دالتون38672 (ره اقدمو )Sephadex G-100( ستخداماوبي مالهلا الترشيح تقنية

السوربيتول ديهيدروجينيز  لأنزيم الوزن الجزيئي أنبعض الباحثين   وجدذإ ، الباحثينأجراهاوالبحوث التي 

لتجفيد تم اومن خلال عملية  (Ohta et al., 2005; Kenneth et al., 1992).  دالتونألف )40-38(دود ـبح

 ستخداماوب SDH)( أنزيملمثلى لعمل الظروف اة في كل خطوة لغرض دراس ته وقياس فعاليالأنزيمتركيز محلول 

 )Km( وثابت ميكيلس )Vmax( لقصوىالسرعة ا قيمة أنوجد  )Lineweaver-Burk plot( ركـيب- رسم لاينويفر

  .على التوالي )مولاري (0.92 و )دقيقة/مايكرومول 0.53(  هيSDH)( نزيملا
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  دمال من بلازما (SDH) أنزيم خلاصة نتائج مراحل تنقية :1 جدولال 
   

 الاستعادة
% 

  عدد مرات

  التنقية

 الفعالية

 النوعية

  الفعالية

  لكليةا
  الفعالية
U/ml 

 تركيز

  البروتين

 )مل/ملغم(

  الحجم

 )مل(
  لتنقيةاطوات خ

 البلازما   100 71.0 1.520 152 0.0214 1 100

58.363 1.168 0.0250 88.71 1.706 68.0 52 
  بكبريتاتالترسيب

  %)75( لامونيوما

   الراشح  30 56.0 0.664 19.92 0.011 0.514 13.105

31.578 1.570 0.033 48.00 0.706 21.0 68  
  ي الهلام الترشيح

G-100 حزمة І 

50.766 8.097 0.173 77.165 1.265 7.3 61.0  
 يهلامال الترشيح

G-100  حزمةІІ 

  . لمحلول البروتينيالموجودة في مللتر من ا الأنزيم عدد وحدات :الفعالية

لمحددة للقياس ويرمز   الظروف  الواحدة تحت   ا لدقيقةالى ناتج في    إ الأساسلتي تحول مايكرومول واحد من المادة       ا الأنزيمهي عبارة عن كمية     : الأنزيمفعالية  

  .الأنزيميلتفاعـل اسرعة  لى معدلإ لذي يشيرا )ν(لها بالرمز

  .خلال تنقيته  لكل ملغرام واحد من البروتين وتعد مقياساً لنقاوة الأنزيم وتزداد )أو الفعالية( الأنزيمهي عبارة عن عدد وحدات : الفعالية النوعية

  

 
يني بتقنية الترشيح    من محلول الراسب البروت    اً المنقى جزئي  )(SDHالمظهر الجانبي لروغان انزيم     : 1 شكلال

 Sephadex G-100والحـاوي علـى    )cm)×96 1.8 الابعاد  عمود الفصل ذيباستخدامالهلامي 

 والثانية على التـوالي، سـرعة   الأولىالبروتينية  تمثل قمم الحزم )cm86(. )І ,ІІ ( رتفاعإعلى 

  .)(ml / hr 60  الجريان
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 مركبات بتقنية الترشيح الهلامي الجزيئية لبعض الوالأوزان حجم الروغان :2جدول ال 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
 

 
  يالهلام الترشيح بتقنية )(SDH لأنزيملتقريبي الجزيئي الوزن ا  لتعيينلقياسيالمنحني ا :2 شكلال

  

الظروف المثلى لعمل  تحديد لغرضSDH): (روجينيز  ديهيدالسوربيتول أنزيم تحديد الظروف المثلى لعمل

  : التجارب الآتيةأجريتالمنقى جزئياً من بلازما الدم  )(SDH أنزيم

 لجزيئيالوزن الوغاريتم  )مل(لروغاناحجم  )دالتون( لجزيئيالوزن ا المادةسم أ

 6.301 71.7 2000000 الأزرقالدكستران 

 4.826 89.5 67000  مصل البقرألبومين

 4.763 101.8 58000 ميليزا -ألفا

 4.653 116.7 45000  البيضألبومين

 4.556 156.3 36000 الببسين

 4.361 197.8 23000 البابين

 2.309 250.7 204 التربتوفان

 x( 38672.299 146.4 4.5874(المجهول 
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 حيث، الأخرىلعوامل ا بثبوت الأنزيم وتركيز الأنزيملعلاقة بين فعالية ا )3(يبين الشكل   :الأنزيمتأثير تركيز 

 الأنزيم من )µg/ml 100(ستخدم تركيز ا و.الأنزيم  تركيز تزداد بزيادةالأنزيميلتفاعل ا سرعة أنلاحظ ن

 .Bravi et al., 1997)(وهذه النتائج تتفق مع تجارب الباحثين  قةللاحالتجارب جميع اتركيزاً ثابتاً في 
 

 
  الأنزيمية الفعالية على )SDH( أنزيملمختلفة من ا التراكيزتأثير  :3 شكلال

 
ن ـمن زم الأولىلدقيقة ا كانت عند )SDH( لأنزيم فعالية أعلى نأ  إلى)4(شكل في اللنتائج اتشير  :لتفاعلازمن 

، وقد تم الأساس المادة بللأنزيملفعال الموقع ا تشبع إلىذلك قد يعزى و الفعالية نخفضتلزمن اوبمرور  ،لتفاعلا

  .للاحقةالتجارب افي جميع واحدة الدقيقة ال عتمادا

 
   )SDH( انزيم  فعاليةتأثير زمن التفاعل على :4 شكلال
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 للأنـزيم  فعاليـة    أعلى أن إلى   )5( في الشكل  لنتائجا تشير  :تركيز المحلول المنظم والاس الهيدروجيني    تأثير  

مـع   وهذه النتائج تتفـق  mM- (Triethanolamin 100( في المحلول المنظم )7( لهيدروجينياس لأاكانت عند 

   .)Berg et al.,  2007( الباحثين

 
  )(SDH انزيمى فعالية عل  pHلهيدروجيني ا الأس  تأثير:5لشكل ا

، وهذه النتائج تتفق مع C˚40)( هي لأنزيملعمل ا درجة الحرارة المثلى أنوجد :  الحرارة تأثير درجة . 4

  .)6( موضح في الشكلهو وكما  (Jonathan, 1995) الباحثالنتائج التي حصل عليها 
 

  
  )SDH( انزيمعلى فعالية لحرارة ا تأثير درجة :6 لشكلا

  

 تشبع إن )7(لشكل ا ويوضح .الأنزيم على فعالية الأساسدرس تأثير تركيز مادة  :ز مادة الأساسيتأثير ترك. 5

   .الأساسمن مادة 1.5M) (تركيز  استخدام عند حدث ) Fructose-D( الأساس بمادة الأنزيم
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  )SDH( انزيمعلى فعالية  ) Fructose-D(لاساس ا المادةتأثير تركيز  :7لشكل ا

) Vmax( لقصوىالسرعة ا قيمة أن وجد )Lineweaver-Burk plot( ركيب - رسم لاينويفروباستخدام

  .على التوالي )مولاري 0.92( و )دقيقة/مايكرومول 0.53(  هيSDH)( نزيم لا)Km(وثابت ميكيلس 

 
  Vmax و Km بيرك يوضح قيم -سم لاينويفرر : 8 شكلال
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لكيميائية على فعالية المركبات ا دراسة تأثير بعض تتم :الانزيملكيميائية على فعالية المركبات اتأثير بعض 

 السوربيتول أنزيمنخفاض فعالية ا )3( لوحظ مـن الجدول وقد ،)SDH( ديهيدروجينيز السوربيتول أنزيم

ر، لذلك أعتمد هذا بشكل كبي )(3mM بتركيزNaFعند إضافة مادة فلوريد الصوديوم  )SDH( ديهيدروجينيز

 Uncompetitive( التثبيط كان من النوع غير التنافسي أن )9(لتثبيط، ويوضح الشكل االتركيز لمعرفة نوع 

inhibition( )Dooley et al., 1979(. 
  

  )SDH( السوربيتول ديهيدروجينيزأنزيملكيمياوية على فعالية المواد اتأثير بعض : 3جدول ال
  

  % لفعاليةا   (U/ml)الأنزيمفعالية  (L)  لتركيزا  )لمنشطةا( لكيميائيةالمركبات ا
0.1 0.25562  25.562  
0.3  0.30868  30.868  
1 0.47749  47.749  
5  0.97611  97.611  

 
Zn  metal  

 

10 1.81350  181.350  
0.1 0.29456  29.456  
0.3 0.39549  39.549  
1 0.98874  98.874  
5 1.01768  101.768  

 
Mg  metal 

10 1.18987 118.987 
1 2.68167 268.167 
3 3.77170  377.170  
5  5.54180  554.180  

 
EDTA 

 
7 6.61254  661.254  

 % لفعاليةا (U/ml) الأنزيمفعالية  (L)  لتركيزا  )المثبطة(ية ئلكيمياالمركبات ا
1 0.2 82 77.260 
3 0.242 66.301 
5 0.250 68.493 NaF 

7 0.262 71.780 
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  الأنزيم على فعالية )mM 3(  بتركيز)NaF( لمثبطا يوضح تأثير ،بيرك -رسم لاينويفر: 9 شكلال

  

        المنقـى  )SDH( السوربيتول ديهيـدروجينيز أنزيم تمثل الظروف المثلى لقياس فعالية )4( في الجدول    أدناهوالقيم  

   .سليم من بلازما شخص اًجزئي 

  

   من بلازما شخص سليماًلمنقى جزئيا )SDH( أنزيملقياس فعالية لمثلى الظروف ا :4 جدولال
  

  الأنزيمتركيز 
gm/ml)µ( 

  لتفاعلازمن 
)min(  

 لهيدروجينيا الأس
pH)(  

  لحرارةادرجة 
)C˚(  

  الأساس المادةتركيز 
(M)  

100 1  7  40  1.5  
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