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دراسة بعض الخصائص الفيزيائية والكيميائية لأنزيم الستافيلولايسين 

Staphylolysin الـ المنقى من بكترياPseudomonas  aeruginosa 
 

 *مي طالب فليح     *                                شيماء سهيل نجم
 

 0210، كانون الاول، 02استلام البحث 

 0212، اذار، 3قبول النشر 

 

 :صةالخلا
  P5, P16المنقتتم  تت  ضاترفتتا Dو Staphylolysin ) )Aدرستتب ض تتا ص تتايم انتتافي اليتان  ولافيتت        

Pseudomonas aeruginosa   034899ك  تتتو دالتتتتون و  024212ع تتتم التتتتوال  ناتتتان التتتو ن ال اف تتت 

 -SDSنتت  قتتلام ع تتم التتتوال  عنتتر مقتترفرقما ضترفقتتا الترا تت  الا رضتتاي   D,Aك  ودالتتتون ل يتان  ولافيتت   

PAGE   لواظ ان الرقي ال  رروج ن  الا ث  لف ال ا اليتان  ولافي .A   وارة  152اذا اعتم ن ال ا ض غب  9قو

اذ ااتفظ الانافي ضاا   ن ال ته مقرفبا، ن ما كان الرقي ال  ترروج ن  الا ثت  لف ال تا  9.5-2.5/   ، ولثبات الانافي 

إذ ااتفظ الانتافي  8.5-9.5وارة /  ، ولثبات الانافي  16اع م ن ال ا ض غب  إذ اعتم 9.5قو  Dاليتان  ولافي   

م اذ ض غتتتب الف ال تتتا النوع تتتا 22ضاا تتت  ن ال تتتته مقرفبتتتاا، و  تتترت اق تتتم ن ال تتتا للانتتتافم   عنتتتر درجتتتا اتتترارة 

   ن ال ت متا وارة/    ، وااتفظ كلا الانافم   ضاا D 16.4وارة /    ول يتان  ولافي    A 122ل يتان  ولافي  

 م لمرة ساعا .  22-05مقرفبا عنر اضن ا ضررجا ارارة 

كان لا ورفتر  Staphylolysin )  )D,Aعنر دراسا ماث ر ض ا المواد ن  الف ال ا الانافم ا اليتان  ولافي        

ترة اذ ااتتفظ   ت   تولار مترث ر  نشتف ل ف ال تا الانافم تا ق استا ضاليت  5و1ال ودفوم وك ورفر البوماست وم ضترك تا

 ت  ن ال ت متا ع تم التتوال  عنتر   ا  ت متا  %122%، 102و  108%، 105%ضــتـ  D,Aانتافي اليتان  ولافيت  

%  ت  ن ال ت متا ع تم التتوال  119% ،133و , 114%%112ضا ورفر ال ودفوم ض نما ااتفظ كتلا الانتافم   ضتـ 

ا لاتتلا الانتتافم   عنتتر   ا  ت متتا ضا ورفتترات الحرفتتر عنتتر   ا  ت متتا ضا ورفتتر البوماستت وم. ثبتتتب الف ال تتا الانافم تت

%  ت  ن ال تته الاضتراي تا 2% و 23ضــتـ   Aوالايبق والخارص   وضنيب  تفاوما، إذ ااتفظ انتافي اليتان  ولافيت  

% نقتف  ت  ن ال تته عنتر 8     تولار  ت  ك ورفتر الحرفتر والايبتق ع تم التتوال ، و 5ع م التوال  عنر   ا  ته ضـ 

%  ت  13% و 25ضـــتـ   D     ولار    ك ورفر الخارص  ، ن ما ااتفظ انتافي اليتان  ولافيت    0.1ه ضـ   ا  ت

% نقتف  ت  ن ال تته عنتر 03     ولار  ت  ك ورفتر الحرفتر والايبتق ع تم التتوال ،   5ن ال ته نقف عنر   ا  ته ضــ 

كتلا الانتافم   ضاا ت  ن ال ت متا عنتر الم ا  تا   ت   تولار  ت  ك ورفتر الخارصت   ، ض نمتا ااتتفظ  2.1  ا  ته ضـــ 

  ت   تولار .قت    2.2( ضترك تا  PMSF     ولار ، ون ن    ث ت  ست فون   ن ورافتر   12ضترك ا  EDTAضمادة 

 .  (Zn -metallo endopeptidase)النتايج مش ر الم ان انافم  اليتان  ولافي       الانافمات الم رن ا   

 

 Staphylolysin , Pseudomon aeruginosa,EDTA,Immunosuppressve ,الكلمات المفتاحية:

 

  :المقدمة
ضاون تتتا P. aeruginosa موصتتتك ضاترفتتتا       

ن تتت  ميتتتبب  (Opportunistic) نت تتتاة ل فتتتر  

المرض لمرضم الميتشف ات كما ن  االا الإصتاضا 

ضالحروق الشترفرة المددفتا التم محتتي ج تر الم تا  

ي  الرناع ا ونت  االتا اصتاضا ضوصفه أار أقي الوسا

ال  تتا  التنفيتت  ضااتتر اا تتراض الما نتتا كمتتا نتت  

كمتتا م تت ب  (Cystic fibrosis)الت  تتك الا يتت  

ااشتتتتتتتتتتتتتتتتخا  ذوة المناعتتتتتتتتتتتتتتتتا المثبتتتتتتتتتتتتتتتتتا 

(Immunosuppressive)  و رضتتتم ق تتتا صلافتتتا

نتتت  االتتتا  (Neutropenia)التتترم البتتت ا ال رلتتتا 

ت التترم ال تتلاا الا م تتاي  لتتإورام إذ فب تتي عتترد كرفتتا

، كما متيتبب الباترفتا l/500ال رلا عنرقي أق     

%  تتتتت  الإصتتتتتاضات الماتيتتتتتبا  تتتتت  10-20نتتتتت  

 [.0،1]  الميتشف ات

 ت   (EC3.4.24.B16)ف ر انتافي اليتان  ولافيت   

الانافمات المح  ا ل  رار الخ وة لخلافا ال نقودفات 

المقتولتتتتتا ارارفتتتتتا ضترفقتتتتتا مخت تتتتتك عتتتتت  انتتتتتافي 

ضم اجما الاواصر الببت رفا ضم  اللافيو افي وذلك 

ال يتتتور ال رضتتت ا صماستتت ا الالافيتتت   نتتت   بقتتتا 

 P. aeruginosaالببت تتتروكلافاان ، منتتتتج ضاترفتتتا

نتتتتتوع    تتتتت  انافمتتتتتات اليتان  ولافيتتتتت   الحالتتتتتا 

 A (Las A) ل  نقودفتتتتتاتت اليتان  ولافيتتتتت  

 D (Las D) [5 ،2،3.]واليتان  ولافي   

لقاض  ا ع م مح  ت  ال رفتر ا Aلانافي اليتان  ولافي   

 تتتت   اونتتتتات الانيتتتت ا الراضتتتتتا المحتوفتتتتا ع تتتتم 

الحا ا الا  ن  الالافيت   نضتلا عت  قررمته ع تم 

( والاتتتتتتتتتولاج   Elastinمح  تتتتتتتتت  الافلاستتتتتتتتتت   

 Collagen[)6  كمتتتا لتتته القاض  تتتا ع تتتم مح  تتت ، ]

ال رفتتتر  تتت  الب بت تتتترات الخماستتت ا المحتوفتتتا ع تتتتم 

 جا  ا ضغراد . ضغراد/ ال راق-ك  ا ال  وم -قيي ع وم الح اة*
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جر ان له القررة ع م الحا ا الا  ن  الالافي   وو

نوعتتا  تت  الب بت ترات الخماستت ا الموجتتودة  00مح  ت  

[ ض نمتتتتتا فافتتتتتر 2البشتتتتترة ] Tropoelastinنتتتتت  

   ا راض ا الباترفا ع   رفق  Dاليتان  ولافي   

 تت  الشتتا    تتر  Aمحوفتت  انتتافي اليتان  ولافيتت   

 [2الف ال الم الشا  الف ال ]

فيتتتتت   ع تتتتم التتتتتر ي  تتتتت  ان انافمتتتتتات اليتان  ولا

Staphylolysin ) )A  وD  فيتت مان وضشتتا  متتام

عت   رفتق P. aeruginosa نت   ضتراوة ضاترفتا

 [8،9] (Proteolysis)ن ال ت ما المح  ا ل بتروم   

دوراا   متتتتاا نتتتت   Aإلا إن لإنتتتتافي اليتان  ولافيتتتت   

 را ا الاست تان عنر ا مقترن إصاضا الباترفا عتادة 

اقتران الباترفتا  ضإصاضات ضات رفا أصرى ، نف  االا

فقتوم الانتافي ضتالتخ م  ن تا وذلتك  S. aureus ت  

 افارو رام  ت   0.1ضتح    ا ا ث وجر ان اق     

الانتتتافي  ناستتتبا لتح تتت  ستتترف  ل  نقودفتتتات ، وضتتت ا 

 .  [12،6متخ م الباترفا    الباترفا المنانيا ل ا ]

ونتت  الم تتال التبتت  وجتتر أن إنتتافي اليتان  ولافيتت   

A لاا نتتتتتت  عتتتتتتلاا الت تتتتتتا  القرن تتتتتتا فاتتتتتتون ن تتتتتتا

(Keratitis)   المتيتتتتبب عتتتتS. aureus   نتتتت

الارانب ا ث لاف تبر الانافي عا   ضراوة ري يت  

نتت  الت تتا  قرن تتا ال تت   نتت  الح وانتتات المختبرفتتا 

لتتت ا قتتترا قتتت ا البحتتتث التتتم دراستتتا ض تتتا [.11]

الف افاي تتتتتتتا  A  ،Dص تتتتتتتايم اليتان  ولافيتتتتتتت   

 .والا م اي ا 

 

 

 

 رائق العمل : طالمواد و 
،  Staphylolysin ) )Aانافمت  اليتان  ولافيت   -

D ت-  

المنقتم  ت  ضاترفتا   Aانافي اليتان  ولافيت    استخرم

P16 P. aeruginosa    واليتان  ولافيتD  المنقتم

   .P5 P تتتت  ضاترفتتتتا                         

aeruginosa  ا ث متي منق تا الانتافم   جاي تا نت .

تخرام ضابرفتتتتات الا ون تتتوم ضنيتتتبا ضحتتتث ستتتاضق ضاستتت

% ، ثتي ضارو ومو ران تا التبتادل الافتون  92اشباع 

 . DEAE- cellulose [12]ضاستخرام المبادل 

مقتتتتتتتتترفر ن ال تتتتتتتتتا انافمتتتتتتتتت  اليتان  ولافيتتتتتتتتت   -

Staphylolysin ) )D,A ت- 

 محض ر صلافا المادة ااساس-أ

نت  وستف  ترق نق ت   S. aureusنمُ تب ضاترفتا      

 ت  ضررجتا اتترارة 30والق تب اليتاي  ضح تي  التر ا 

 10ستتاعا ،ثتتي ُ  تت  الوستتف  لمتترة   18م ولمتترة  37

م ،وأجتتترة النبتتت   100دقتتتايق عنتتتر درجتتتا اتتترارة 

دورة / دق قتا  3500دقتايق عنتر   10المركاة لمرة 

 .[13]وأصُ  الراسب لتحض ر ال الق البات رة 

 . A [14]مقرفر ن ال ا إنافي اليتان  ولافي    - 

 ت   0.05ضت ك أ ( 50 µl )  1 ت  الإنتافي التم 

 S.aureusعتتالق صلافتتا المتتادة الاستتاس   تت   تت  

    1.5ن  انبوضا اضنرروا ضح ي  المقتولا ارارفاا(

و تتتتتاا المح تتتتتتول ضاستتتتتتخرام المتتتتتتا ا  وق يتتتتتتب 

اا ت اص ا ضاستخرام ج ا  المت اا الضوي  عنر 

 نانو  تر. 595التول الموج  

 الم الم ادلا الآم ا ت قررت الف ال ا استنادا 

 

 الف ال ا  وارة/   تر( = 

 

     

 

أن تتا كم تتتا  (Unit)عرنتتب واتترة الف ال تتتا ل نتتافي 

الإنتتتافي التتتت  ميتتتبب انخفاضتتتاا ل  ت اصتتت ا عنتتتر 

نتتتتانو  تر  قتتتترار  واتتتترة  595التتتتتول المتتتتوج   

 [.6ا ت اص ا واارة ضالرق قا ]

 D [15]مقرفر ن ال ا إنافي اليتان  ولافي    -ا

  تت   تت  المتتادة  1 تت   تت  الإنتتافي التتم  1أضتت ك 

المقتولا ارارفاا (،  S.aureusالاساس عالق صلافا 

 ا ي/ا ي 1:1أة ضنيبا 

  ولمتترة  م37اضتت   تتافج التفاعتت  ضررجتتا اتترارة

ستتاعات . وق يتتب اا ت اصتت ا  3  ن تتا أكثتتر  تت  

دق قتا .  30نتانو  تر كت   595عنر التتول المتوج  

 الم الم ادلا الياضقا.  وقررت الف ال ا استناداا 

م     الو ن ال اف   ضترفقتا الترا ت  الا رضتاي   -

  -ت  SDSن  قلام  ت رد الاكرف  أ افر ضوجود 

إجتتتتتتترة الترا تتتتتتت  لتقتتتتتتترفر التتتتتتتو ن ال اف تتتتتتت  

 بقتتاا لمتتا  ( ( Staphylolysinل يتان  ولافيتت   

 تتافارول تر  تت   ح تتول  100، اضتت ك [16]أورد  

م نتت  ج تتا  الترا تت ، الإنتتافي المحضتتر التتم ال تتلا

 افارول تر     افج البروم نات الق است ا ثتي  100و

    أ ب تر/ لتوف نت   2أوص  الت ار الا رضاي  ضقوة 

    أ ب ر/ لوف  5دق قا ، و  30 را ا الر  لمرة 

نولب ( ن   را ا الف     220  ضفرق ج ر  قرار 

ستتاعات  تت   4-5. استتتمرت عم  تتا الترا تت  لمتترة  

م4جتتتا اتتترارة التبرفتتتر ضرر
 

،وض تتتر
 
انت تتتام عم  تتتا  

الترا   الا رضاي  ، ناع ال لام    االتواف و متر 

ن   ح ول التثب ب  لمرة ساعا واارة ، ثتي  متر نت  

ستتاعات  3 ح تتول صتتبغا الاو استت  الارقتتام  لمتترة 

ض رقا أ ف ب ال بغا ضغمر ال تلام نت   ح تول إ التا 

ال تتبغا ومبرف تته  تترات عتترة لحتت     تتور الحتتتام 

البروم ن تتا التتارق ضوضتتوف ، ثتتي افتتظ ال تتلام نتت  

% اتا ا الخ  تك . ق يتب الميتانا التت   7 ح ول 

قت ت تتا صتتبغا البرو ون نتتول اا رق  تت  اليتتت  

ال  وة ل  لام الم  ركتا اا تا ال تبغا لإستتخراا 

. كما  Dو Aالو ن ال اف   لإنافي اليتان  ولافي   

  ا ال  ا     تر(الح ي الا   ن  ص × نانو  تر  585الا ت اص ا 
ا ي ×     التفاع   دق قا((× 2.221الانخفاض ن  قرامة ج ا  المت اا ن  الرق قا الواارة 

 الانافي    تر(
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م ق يتتتب الميتتتانات  تتت  اليتتتت  ال  تتتوة ل  تتتلام التتت

 ركتتتتتتا اتتتتتتام البروم نتتتتتتات الق استتتتتت ا المنف تتتتتت ا 

 Relative)واستتتتخرجب ق متتتا الحركتتتا النيتتتب ا 

mobility " Rm")  لاتتت  ضتتتروم   ع تتتم ونتتتق

 الم ادلا الآم ا ت

 

 

 =  (Rm)الحركا النيب ا 

 

  

( Rmرستتتتتمب ال لاقتتتتتا ضتتتتت   الحركتتتتتا النيتتتتتب ا  

ولو تتتارمي التتتو ن ال اف تتت  ل بروم نتتتات الق استتت ا ، 

 Dو Aال اف   لإنافي اليتان  ولافي   وقرر الو ن 

ل نتتافي وإستتقا  ا ع تتم  Rmض تتر استتتخراا ق متتا 

 المنحنم الق اس  .

 -م     الرقي ال  رروج ن  الا ث  لف ال ا اانافي ت-

اضتتتترت  حال تتتت  المتتتتادة ااستتتتاس  تتتت  صلافتتتتا   

S.aureus  ضاستخرام  حال   داريتا المقتولا ارارفاا

[  12] 6-10.5 ضتت  مراواتتب  ضررقتتام ق رروج ن تتا

 تتتتتتولار ا تتتتتتث استتتتتتتخرم دار   0.02وضترك تتتتتتا 

لإرقتتتتتتام  (Phosphate buffer)الفوستتتتتتفات 

واستتتخرم دار   6-8)ال  رروج ن تتا مراواتتب ضتت    

Tris-HCL (8.5 -9.5)رقتتتام ال  رروج ن تتتا لإ 

 Carbonate – Bicarbonate واستتخرم دار  

،وقتتتررت ن ال تتتا  (10-10.5)ضررقتتتام ق رروج ن تتتا 

ون ال تتتتتتتتا انتتتتتتتتافي  ، Aي اليتان  ولافيتتتتتتتت   انتتتتتتتتاف

، ورستتمب ال لاقتتا ضتت   اارقتتام  Dاليتان  ولافيتت   

ال  رروج ن تتا المخت فتتا  قاضتت  ن ال تتا الإنتتافي لت  تت   

 الرقي ال  رروج ن  اا ث  لف ال ا الإنافي .

 -تم     الرقي ال  رروج ن  اا ث  لثبات الإنافي  -

انتتتافي  اجتتتب ا تتتوم  تيتتتاوفا  تتت   ح تتتول       

 تتتتتتت   Dو اليتان  ولافيتتتتتتت    Aاليتان  ولافيتتتتتتت   

 (6-10.5)المحال تتتتتت  ذات اارقتتتتتتام ال  رروج ن تتتتتتا

، اضتتنب ااناض تتب ضررجتتا  تتولار  0.02وضترك تتا 

دق قا ، وضانت ام  ترة الحضت   60ارارة الغرنا  رة 

ضتتردت ااناض تتب  باشتترة نتت  امتتام ث  تت  ثتتي قتتررت 

تبق تتتتتا ن ال تتتتتا الانتتتتتافم  ، و قتتتتتررت الف ال تتتتتا الم

(Remaining activity)    ثي رسمب ال لاقا ضت ،

ق ي الرقي ال  ترروج ن   قاضت  نيتبا الف ال تا المتبق تا 

ل نتتتافي  %( لت  تتت   التتترقي ال  تتترروج ن  اا ثتتت  

 لثبات الإنافي .

 -تم     درجا الحرارة المث م لف ال ا الإنافي  -

و  Aقتتتتررت ن ال تتتتا انافمتتتت  اليتان  ولافيتتتت        

ع تتم التتتوال  ، ونتت   تترى  تت   D ولافيتت   اليتان 

[ 12] م20-65درجتتتتتات الحتتتتترارة متتتتتراوف ضتتتتت   

ورسمب ال لاقا ض   درجتات الحترارة  قاضت  ن ال تا 

الإنافي لتحرفر درجا الحرارة المث م لف ال تا الإنتافي 

. 

 -م     الثبات الحرارة ل نافي ت -

و  Aاضتتتتتتتتت  انافمتتتتتتتتت  اليتان  ولافيتتتتتتتتت         

ضتتتتتررجات ارارفتتتتتا  خت فتتتتتا  Dاليتان  ولافيتتتتت   

م25-65مراواتتب ضتت   
 

[،ض تترقا 12دق قتتا ] 60لمتترة 

نق تتب ااناض تتب  باشتترة التتم امتتام ث  تت  ثتتي ق يتتب 

ول يتان  ولافيت    Aالف ال ا لإنافي اليتان  ولافيت   

D  وقتتررت الف ال تتا المتبق تتا ل نتتافم   لاتت  درجتتا

 ارارفا ع م ار  .

نت  ن ال تا  دراسا مرث ر ض ا المركبات الا م اي تا -

 -ت  ( ( Staphylolysin انافي اليتان  ولافي  

درس متتتتترث ر الف تتتتتاات نتتتتت  ن ال تتتتتا انافمتتتتت       

، إذ  Dو اليتان  ولافيتتتتتتتتت    Aاليتان  ولافيتتتتتتتتت   

 ,MgCl2, KCl استتت م ب الا ورفتترات الآم تتا  

NaCl, ZnCl2 FeCl3, CaCl2, HgCl2, )

  تتت   تتتولار (  5و (1اضتتتر كتتت  ن تتتا ضترك تتتاف  

  ت    0.1و (0.01اضر ضتراك ا  ZnCl2ام ضاستثن

 mercaptoethanol -2 تتتتولار ( ،واستتتتت م    

 EDTA  تت   تتولار ( واستتت م   10و 5ضترك تتا   

ضترك تا  PMSF  ت   تولار( و  25و 10ضترك تا   

  تتت   تتتولار(، و تتتاا كتتت  مرك تتتا  تتت   2و  0.4 

 1:1التراك تتتا المتتت كورة  يتتتبقاا  تتت  الإنتتتافي ضنيتتتبا 

دق قتتتا نتتت  درجتتتا  30متتترة  ا ي/ا تتتي( واضتتت  ل

[  ،ثتتي قتررت الف ال تا الإنافم تتا 8،6اترارة الغرنتا]

ضالق اس     Dو ل يتان  ولافي    Aل يتان  ولافي   

  تر الم ا ت  و ن تا  Dو  Aن ال ا اليتان  ولافيت   

قتتتررت النيتتتبا الم وفتتتا ل تثبتتت ف وااتيتتتبب الف ال تتتا 

 المتبق ا  .

 

 النتائج والمناقشة : 
 ل اف   للانافي م     الو ن ا

انتافي اليتان  ولافيت    استتخرم قرر الو ن ال اف   

A   المنقتتتتم  تتتت  ضاترفتتتتاP16 P. aeruginosa 

 .P5 Pالمنقتتم  تت  ضاترفتتا    Dواليتان  ولافيتت   

aeruginosa [10 ناتان ]دالتتتون لانتتافي  02.212

لانتتتتافي  دالتتتتتون 03.899  و  Aستان  ولافيتتتت   

جتامت قت   النت  تا (.1،0شتا     Dستان  ولافيت   

 تقارضا  ت  عترد  ت  الرراستات التت  مناولتب محرفتر 

 Staphylolysinالو ن ال اف ت  ل يتان  ولافيت   

) ) A وD[ان التتو ن ال اف تت  لانتتافي 19اذ ذكتتر ]

ضاستتتتتتتخرام مقن تتتتتتا الترا تتتتتت   Aاليتان  ولافيتتتتتت   

الا رضتتاي  نتت  قتتلام  ت تترد الاكرفتت  ا افتتر ضوجتتود 

SDS  [ التو ن 2،ض نمتا قترر ] دالتتون 01.222كان

عنتتتر مقتتترفر   دالتتتتون 02.222ال اف تتت  لتتته ضحتتترود 

.نت  ات   اشتارت نتتايج   (PAGE-SDS)ضترفقا 

[ التتتتتتم ان التتتتتتو ن ال اف تتتتتت  لانتتتتتتافي 18[و ]8]

 .دالتون 03.222فب ي  Dاليتان  ولافي   

 المسافة التي قطعها البروتين
 المسافة التي قطعتها صبغة البروموفينول الازرق
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المنتج من العزلة   Staphylolysin )  )D,A ( نمط الترحيل الكهربائي لانزيم الستافيلولايسين1شكل )
11

P 

و 
5

P  باستخدام هلام متعدد الاكريل امايد بوجودSDS قياسا بنمط الترحيل الكهربائي للبروتينات القياسية 

A انزيم الستافيلولايسين :A    B انزيم الستافيلولايسين :D 

 

 

 
 Staphylolysin ) ) D , A دير الوزن الجزيئي لانزيم الستافيلولايسين( المنحنى القياسي لتق2شكل )

 SDSبطريقة الترحيل الكهربائي في هلام متعدد الاكريل امايد بوجود 

 

م  تتت   التتترقي ال  تتترروج ن  الا ثتتت  لف ال تتتا انتتتافي 

   Staphylolysin )  )D,A اليتان  ولافي  

ف ال تتا ض نتتب النتتتايج ان التترقي ال  تترروج ن  الا ثتت  ل

اذ اعتتتتم اع تتتم ن ال تتتا  9قتتتو  Aاليتان  ولافيتتت   

 D( ول يتان  ولافي   3وارة/     شا  152كانب 

واتترة/  16اذ اعتتتم اع تتم ن ال تتا وكانتتب  8.5قتتو 

( ،وانخفضتتب الف ال تتا الانافم تتا عنتتر 2 تت   شتتا  

الاقتتام ال  رروج ن تتا الاع تتم والاقتت   تت  قتت   الق متتا 

ث ر التتتتترقي ،وفتتتتترم  قتتتتت ا الانخفتتتتتاض نت  تتتتتا لتتتتتتر

ال  تترروج ن  نتت  الم تتا    القاض تتا ل تتتاف  الموجتتودة 

نتتت  الموقتتت  الف تتتال ، او نت  تتتا التغ تتتر نتتت  الحالتتتا 

  (ES)المتتتادة الاستتاس  –الافون تتا لم قتتر الانتتافي 

، وفقتتت  قتتت ا التتتتاث ر (EP)النتتتامج  –و  قتتتر الانتتتافي 

المتتادة الاستتاس  –ضشتتا  اساستت  نتت    قتتر الانتتافي 

(ES) تا المتادة الاستاس اكبتر  ت  عنر ا فاتون مرك 

، وعنتتر ا (Km < S) نتت   –ق متا ثاضتب   اتتال  

فاتتون مرك تتا المتتادة الاستتاس اقتت   تت  ق متتا ثاضتتب 

نتتان التتتاث ر فقت تتر  (Km > S) نتتت   –  اتتال  

 [.02] ع م الانافي ضالررجا الري يا

A B 

Phosphorylase  b 

94000 Da 

Bovine serum 

Albumine 

67000 Da 

Ova Albumine  

43000 Da 

Carbonic 

anhydrase 

30000 Da 

 - Lactalbumine 

14400 Da 

α- Lactoalbumine 

 (14.400 Dalton) 

Phosphorylase b (94.000 Dalton) 

 

Bovine serum albumin (67.000 Dalton) 

Ova albumin (43.000 Dalton) 

Carbonic anydrase (30.000 Dalton) 

Staphylolysin D (23.988 Dalton) 

Staphylolysin A (20.417 Dalton) 



  2014( 2)11مجلد           مجلة بغداد للعلوم                       
 

903 

متفق ق   النت  ا    الاث ر    الرراسات التت         

المث تتتتتتتتم لانتتتتتتتتافي اشتتتتتتتتارت التتتتتتتتم ان الف ال تتتتتتتتا 

 9.5مق  عنر الرقي ال  ترروج ن   Aاليتان  ولافي   

[. ض نمتتا اشتتارت الرراستتات التتت  اجرفتتب ع تتم 01]

التتتم ان اع تتتم ن ال تتتا انافم تتتا  Dاليتان  ولافيتتت   

،نتت  اتت   لا  8.5مظ تتر عنتتر التترقي ال  تترروج ن  

فظ ر الانافي اة  قررة ن  ن ال ا مح    ال نقودفات 

 [. 8وج ن  المت ادل او دونه ]عنر الرقي ال  رر

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

في  A( فعالية انزيم الستافيلولايسين 3شكل )

 ارقام هيدروجينية مختلفة

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

في  D( فعالية انزيم الستافيلولايسين 4شكل )

 ارقام هيدروجينية مختلفة

 

التتتتتتترقي ال  تتتتتتترروج ن  الا ثتتتتتتت  لثبتتتتتتتات انتتتتتتتافي 

 (Dو  Staphylolysin )   )A اليتان  ولافي  

( ان الترقي 5أ  رت النتتايج المب نتا نت   الشتا      

 Aال  رروج ن  الا ث  لثبات انافي اليتان  ولافيت   

( ، اذ ااتتتفظ الانتتافي ضاا تت  9.5 -2.5فقتت   تتاض    

%  تت  99ن ال تتته مقرفبتتا  تت  الااتفتتا  ضمتتا فقتتار  

، ض نمتا انخفضتب  2ن ال ته عنر الترقي ال  ترروج ن  

نر الارقام ال  رروج ن ا القاعرفتا اذ ااتتفظ الف ال ا ع

% نقف    ن ال تته 32% و 25الانافي ضما فقار  ضـ 

و  12عنتتر اضتت  الانتتافي نتت  التترقي ال  تترروج ن  

 ع م التوال . 12.5

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

بارقككام  A( ثبككات انككزيم الستافيلولايسككين 5شكككل )

 هيدروجينية مختلفة

 

( ان التترقي 6 الشتتا   وا  تترت النتتتايج المب نتتا نتت 

 Dال  رروج ن  الا ث  لثبات انافي اليتان  ولافيت   

( ، اذ ااتتتفظ الانتتافي ضاا تت  8.5 – 9.5فقتت   تتاض    

%  تتت  90ن ال تتتته مقرفبتتتا  تتت  الااتفتتتا  ضمافقتتتار  

، ض نما انخفضب  12ن ال ته عنر الرقي ال  رروج ن  

الف ال ا عنتر ومحتب الترقي ال  ترروج ن  المت تادل اذ 

% 39% ، 23% ، 52اتتتفظ الانتتافي ضمتتا فقتتار  ا

نقف    ن ال ته عنتر اضتنه نت  الترقي ال  ترروج ن  

 ع م التوال . 6،  6.5،  2

 

 
بارقام  D( ثبات انزيم الستافيلولايسين 1شكل )

 هيدروجينية مختلفة

 

ففيتتر انخفتتاض ثبتتات الانتتافي عنتتر ض تتا الارقتتتام 

ضح تول مغ تر نت  مرك بته الثتانوة او ال  رروج ن تا 

الثالث  او الراض    ما ف رض   ظي الانافمات التم 

عنتتر م رضتت ا  (Irreversible)مغ تترات لاعايتت ا 

 [. 02الم الظروا الحا ض ا او القاعرفا]

[ ان ن ال ا الانافي وثبامه متاثر س با او 02وقر ذكر ]

اف اضتتتتا ض تتتترد  تتتت  ال وا تتتت  الم متتتتا  ثتتتت ت التتتترقي 

روج ن  ، والقوة الافون تا ، ودرجتا الحترارة ، ال  ر

 ومرك ا الانافي ، وك لك  ادة التفاع . 
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   رروج ن الرقي ال

 الرقي ال  رروج ن 

في
ا
إن
 ل
 ا
بق
مت
 ال
 ا
 ال
لف
ا

 
 

 الرقي ال  رروج ن 
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متتتتتتترث ر درجتتتتتتتا الحتتتتتتترارة نتتتتتتت  ن ال تتتتتتتا أنتتتتتتتافي 

 Dو  Staphylolysin ) )Aاليتان  ولافي   

ا  تترت نتتتايج دراستتا متترث ر درجتتا الحتترارة نتت   

( ( Staphylolysinن ال تتا انتتافي اليتان  ولافيتت   

A  وD ل تتا الانافم تتا متتاداد ضارمفتتاع درجتتا ان الف ا

  Aالحرارة ، اذ ض غتب اع تم ن ال تا ل يتان  ولافيت  

( ن  ات       ظتي 9،  2  وفا  شا   22عنر   Dو

الرراستتتتتتتات  اشتتتتتتتارت التتتتتتتم ان اع تتتتتتتم ن ال تتتتتتتا 

ماتتون  Staphylolysin ) )D,Aل يتان  ولافيتت   

 [.03م ]32عنر درجا ارارة 

فاض مررف  ا ، وف ود ثي ضرأت ض رقا الف ال ا ضالانخ 

ق ا الانخفاض الم اروث  يخ ن  الترك ب الثلاث  

ل بتتتروم   نت  تتتا متتترث ر الحتتترارة ، ومغ تتتر مرك تتتب 

الموق  الف ال للانافي ،  ما فددة التم عترم  لايمتته 

للارمبتتتا  والتفاعتتت   تتت  المتتتادة الاستتتاس وعنتتترقا 

 [.02منخفا سرعا التفاع ]

نافم تتتتا  تتتت  ا دفتتتتاد درجتتتتا ان ا دفتتتتاد الف ال تتتتا الا

الحتترارة فشتت ر التتم ان الافتتادة نتت  درجتتا الحتترارة 

مددة الم  فادة ن  التاقا الحرك تا للانتافي والمتادة 

الاساس الت  مددة الم م ادم ااراقما ضالاصر و   

ثتتي ماتتوف    قتتر ارمبتتا  الانتتافي ضالمتتادة الاستتاس ، 

وضتت لك فافتتر  تت  محف تتا التفاعتت  الا م تتاي  و  فتتادة 

 [. 05،00عا التفاع  ]سر

 
في درجات  A( فعالية انزيم الستافيلولايسين 7شكل )

 حرارية مختلفة

 

 
في  D( فعالية انزيم الستافيلولايسين 8شكل )

 درجات حرارية مختلفة

 الثبتتتتتات الحتتتتترارة لانتتتتتافي اليتان  ولافيتتتتت  

Staphylolysin )) 

ا  تتتتتترت نتتتتتتتايج الثبتتتتتتات الحتتتتتترارة لانافمتتتتتت  

 Dو  Staphylolysin ) )Aاليتان  ولافيتتتتتت   

ضاا   ن ال ته مقرفبتا عنتر  Aااتفا  اليتان  ولافي   

م لمرة ساعا ، ض نمتا 22 – 05اضنه ضررجا ارارة 

انخفضب ن ال تته وضشتا  واضت   ت  ارمفتاع درجتا 

%  تت  25الحتترارة ، اذ ااتتتفظ الانتتافي ضمتتا فقتتار  

م . ونقتر 52ن ال ته عنتر اضتنه ل مترة نفيت ا ضررجتا 

م 62%  تت  ن ال تتته عنتتر درجتتا 92الانتتافي اتتوال  

( . كمتتتتتتا وا  تتتتتترت النتتتتتتتايج ااتفتتتتتتا  8 شتتتتتتا  

ضاا   ن ال ته مقرفبتا عنتر اضتنه  Dاليتان  ولافي   

م لمتترة ستتاعا ،وانخفضتتب 22 – 05ضررجتتا اتترارة 

افي ن ال تتته ضارمفتتاع درجتتا الحتترارة ، اذ ااتتتفظ الانتت

%    ن ال ته عنر اضنه ل مرة نفي ا 60ضما فقار  

%  ت  ن ال تته 20م ونقتر اتوال  52ضررجا اترارة 

 (.12م  شا  62عنر درجا 

م فتتددة 52ان ارمفتتاع درجتتات الحتترارة اع تتم  تت  

الم مفاك الاواصر المخت فا نت  الانتافي التت  ماتون 

 يتتدولا عتت  ثبتتات ضنتتام الانتتافي ، وقتت ا فتتددة التتم 

 [.06الانافي ]  يخ جاف ا

 

 
( الثبات الحراري لانزيم الستافيلولايسين 9شكل )

A بدرجات حرارية مختلفة عند حضنه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

( الثبات الحراري لانزيم الستافيلولايسين 11شكل )

D عند حضنه بدرجات حرارية مختلفة 
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انتتافي متترث ر ض تتا المركبتتات الا م اي تتا نتت  ن ال تتا 

 (( Staphylolysin اليتان  ولافي  

( وجتتود مبتتاف  نتت  متتاث ر الافونتتات 1فبتت    جتترول 

 Staphylolysin الف افا ن  ن ال ا اليتان  ولافي  

) )   A وD   كمتتتا وا  تتترت النتتتتايج الافتتتادة نتتت.

  تت   1عنتتر اضتتنه  تت   Dن ال تتا اليتان  ولافيتت   

ض غتب   ولار    ك ورفر ال ودفوم والبوماس وم ، اذ

% ع تتتتتم 113و  112الف ال تتتتتا المتبق تتتتتا للانتتتتتافي 

  تتت   تتتولار  5التتتتوال  وعنتتتر  فتتتادة الترك تتتا التتتم 

% ع تتم 119و  112ارمف تتب الف ال تتا المتبق تتا التتم 

التتوال  . كمتتا كتتان لا ورفتر المغن يتت وم والاال يتت وم 

منش تا واضحا لف ال ا الانافي عنر الترك اف  نب غب 

و  115  ت   تولار  1ترك تا الف ال ا المتبق تا عنتر ال

% ع م التوال  ،وارمف ب ضافتادة الترك تا التم 111

 % ع م التوال .102و  103     ولار لتب ي  5

مم ات ك ورفرات الحرفر والايبق والخارص   ضف   

مثب ت  ن  ن ال ا الانتافم   وضنيتب  تفاومتا والت ة 

 ما  ان ف اى الم متاث ر م تك الافونتات الف افتا نت  

ب الثلاثتت  للانتتافي او نتت  الموقتت  الف تتال عتت  الترك تت

 رفق ماتوف    قترات  متا فنتتج عنته نقتران الانتافي 

 [.02لف ال ته لحروث مثب ف لاعاي ]

ن  ات   لتواظ ان لافونتات ال تودفوم والبوماست وم 

ماث را  نشتا نت  ن ال تا الانتافم   ورضمتا ف تود قت ا 

في التش ف الم ان ق   الف اات مدثر ن  مرك تب الانتا

والمادة للاساس ضترفقتا م    تا اكثتر الفتا للارمبتا  

المتتتادة  -ضالمتتتادة الاستتتاس ، وماتتتوف    قتتتر الانتتتافي 

فاون ذا  2Znclن  دراست ي ان  [6]الاساس.لااظ 

 Aمتتاث ر مثب تتت  نتت  ن ال تتا انتتافي اليتان  ولافيتت   

 تافارو  تولار،  12عنر ا فاون ضتراك ا اع تم  ت  

لااليت وم لثبتات ون ال تا ن  ا   لا متت تب افونتات ا

الانافي.وا  تتتر  متتتترث ر ض تتتا ال وا تتتت  المختالتتتتا 

 والالاض تتتتا نتتتت  ن ال تتتتا انتتتتافي اليتان  ولافيتتتت  

Staphylolysin ) )  A وD   ثبتتتتات ن ال تتتتا

 12ضترك تا  EDTAالانافم   عنر   تا  ت ي ضمتادة 

%  جترول 122     ولار اذ ض غب الف ال ا المتبق ا 

 Chelating)ا تت   خ بتت  ( ، م تتر قتت   المتتادة ع1

factor )  و تتتت   ثبتتتتتات الانافمتتتتات الم رن تتتتا

(metallo enzymes)   الا ان تتا لتت   ل تتا متترث ر

عنر ا ماتون  D,Aمثب ت  ن  انافي اليتان  ولافي   

  ت   تولار واليتبب ف تود التم   05ضترك تا اقت   ت  

ل متتا الفتتا عال تتا  AوDان انافمتت  اليتان  ولافيتت  

وجتتود نتت  الموقتت  الف تتال ن تت ا ام تتا  الخارصتت   الم

الافون ضرورة جرا لف ال تا الانتافي  و رضمتا فاتون 

 اوناا للانافي الناضج وك لك لان قت ا الافتون فاتون 

[ 8 حم تتا ضف تت   وق تته التتم داصتت  جاف تتا الانتتافي ]

ل لك فحتاا مراك ا عال ا    ال ا   المخ ب  ل تما  

 تتت  ستتتحبه وااتتتراث التثبتتت ف لتتت لك عنتتتر  استتتت مال 

EDTA  ت   تولار انخفضتب الف ال تا  05ضترك ا  

% 21،  32لتب تي   D,Aالانافم تا ل يتان  ولافيت   

 ع م التوال  .

 Aوا  رت النتايج انخفاض ن ال ا اليتان  ولافيت   

-2عنتتتتتتتتتتتتر اضتتتتتتتتتتتتن ي  تتتتتتتتتتتت   ركتتتتتتتتتتتتب  Dو 

Mercaptoethanol  تت   تتولار  12و  5ضترك تتا  

و  05التتتم  Aاذ انخفضتتتب ن ال تتتا اليتان  ولافيتتت  

ع تتتتتم التتتتتتوال ، وض غتتتتتب الف ال تتتتتا المتبق تتتتتا  2%

% ع تم التتوال  ، ف مت  8و D  30ل يتان  ولافي   

قتت ا المركتتب ع تتم شتتتر الاواصتتر ثناي تتا الابرفتتب 

(S-S)   الموجتتتودة ضتتت   اليلاستتت  الب بت رفتتتا ذات

الاقم تا نتت  المحانظتتا ع تم التاتتوف  ال اف تت  التت ة 

 Thiolفتت ب لاجت  الف ال تا التم   تا    ثافول تا  

groups ن  جاف ا البروم  ، وض ا م م  ق   المتادة)

المختالتا ع تم مغ تر مرك تب الانتافي و ت  ثتي نقتتران 

[ .وقتتتت ا التثبتتتت ف فشتتت ر التتتتم ان افتتتتون 02ن ال تتتته]

 ت  الحتتا ا  Sالخارصت   نت  الانتافي  تترمبف  ت  

اذ ان الخارصتتتتت   نتتتتت  Cysteine الا  نتتتتت    

( Zn-metalloenzymesالانافمتتتتتات الم رن تتتتتتا  

رمبف ضتتتالانافي ل اتتتون  مرك تتتب ض تتتورة رضتتتاع  فتتت

 Sاليتوف او ثلاث  الاوافا  ت  صتلال ارمبا ته  ت  

 تتت    Nاو   Cystiene تتت  الحتتتا ا الا  نتتت  

  تت     Oاو   Histidine الحتتا ا الا  نتت 

Aspartate   اوGlutamate [التم 09وقر اشار  ]

ان انافي اليتان  ولافي   فحتوة ضترك به ع تم ارضت  

الابرفتب   اونه اصرم   ثناي اCysteine جاف ات 

وفحتوة ذرة صارصت   وااترة مترمبف  ت  الحتا ا 

والحتتتتتا ا الا  نتتتتت   Histidine  الا  نتتتتت 

Aspartate  

و Aوا  رت النتايج ااتفا  انافي اليتان  ولافيت    

D  ضف ال ت متتتتتا عنتتتتتر   تتتتتا  ت ي ضمركتتتتتبPMSF  

  تت   تتولار ، نتت  اتت   انخفضتتب  0، 2.2ضترك تتا 

     ولار  0عنر الترك ا  Dليتان  ولافي   ن ال ا ا

% اذ    الم روا ان ق ا المركب فتفاع  82لتب ي 

 تتتت    موعتتتتا ال  رروكيتتتت   ل حتتتتا ا الا  نتتتت  

( الموجود ن  الموق  الف ال ، وان Serineالي رف  

عرم ماثر ن ال ا الانتافم   ض ت ا المركتب دلالتا ع تم 

وقتت  عتترم وجتتود الحتتا ا الا  نتت  اليتت رف  نتت  الم

الف تتتال للانتتتافي. قتتت   النتتتتايج م تتتت  ااتمال تتتا ان 

 Thiolالانافم   قما ل      الانافمات الثافول تا 

enzymes او اليتتتت رفن ا )Serine enzymes )

 Zn -metallo)وان متتا  تت  الانافمتتات الم رن تتا 

endopeptidase)  . 
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( تكككاثير بعككض المركبكككات الكيميائيككة فكككي 1جككدو) )

 ( Staphylolysin م الستافيلولايسينفعالية انزي

D,A  ) 

 المركبات
الترك ا      

  ولار(

الف ال ا المتبق ا % 

 Aل يتان  ولافي   

الف ال ا المتبق ا % 

 Dل يتان  ولافي   

Control - 100 100 

NaCl 
1 
5 

105 
108 

110 
114 

KCl 
1 

5 

102 

104 

113 

118 

CaCl
2

 1 
5 

94 
98 

111 
120 

MgCl
2

 1 

5 

93 

95 

115 

123 

FeCl
3

 1 

5 

90 

73 

54 

45 

HgCl
2

 1 

5 

12 

7 

22 

13 

ZnCl
2

 0.01 

0.1 

41 

9 

52 

23 

EDTA 
10 

25 

100 

37 

100 

41 

2-ME 
5 

10 

25 

0 

32 

9 

PMSF 
0.4 

2 

100 

100 

100 

90 
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Abstract: 
    Some of the characters of the Staphylolysin A and D enzymes purified from 

Pseudomonas aeruginosa P16 and P5 respectively were studied, the molecular weights 

of Staphylolysin A and D were 20.417 kilo dalton and 23.988 kilo Dalton respectively 

by SDS- polyacryl amide gel electrophoresis. The optimum pH for staphylolysin A 

activity was found to be 8 which gives higher activity reaches 150 unit/ml, and for 

enzyme stability was 7.5-8.5 in which the enzyme nearly retained its full activity, 

while it was 9.5  for staphylolysin D that gives higher activity of 16 unit/ml,and 8.5-

9.5 for enzyme stability in which the enzyme nearly retained its full activity, 

Maximum activity of two enzymes was obtained at 40C in which the specific activity 

for staphylolysin A and D were 140 and 16.4 unit/ml,  and  the two enzymes remained 

approximately without change at 25-40C for one hour. 

      When the effects of some materials on Staphylolysin A&D activity were studied, 

the results showed that both sodium chloride & potassium chloride at 1 & 5 mM had 

the activator effect on enzymatic activity compared with its control where the 

staphylolysin A and D retained 105% ,108% and 102%, 104% of their activity 

respectively when treated with sodium chloride, while they retained 110%, 114% and 

133%, 118% of their activity respectively when treated with potassium chloride. 

  The enzymatic activity for both enzymes were inhibited when treated with ferric , 

mercury and zinc chloride at variable ratios, Staphylolysin A kept 73% and 7% of its 

initial activity respectively when treated with 5mM of ferric chloride and mercury 

chloride respectively and it kept only 9% of its initial activity when treated with 

0.1mM Zinc chloride .  

     Staphylolysin D kept 45% and 13% of it is initial activity respectively when 

treated with 5mM of ferric chloride and mercury chloride respectively and it kept only 

23% of its initial activity when treated with 0.1mM Zinc chloride while enzymatic 

activity  for both enzymes were not affected when treated with EDTA at l0mM and 

phenyl methyl sulphonyl fluoride (PMSF) at 0.4mM.These results referred to that 

Staphylolysin A and D are Zn -metallo endopeptidase . 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 


