
  

من المعزول  Inorganic Pyrophosphatase  البايروفوسفاتيز اللاعضويدراسة كيميائية حياتية لانزيم 
 Escherichia coliجرثومة القولون 

 محمد حسين ميكائيل
 العراق ،الموصل  ، جامعة الموصل ، كلية العلوم ،قسم علوم الحياة 

 ( 2221/  5/  22، تاريخ القبول:  2221/ 2/  81) تاريخ الاستلام:  
 

 الملخص
المسزتلل  مزن  inorganic pyrophosphatase (EC 3.6.1.1)لانزييم البايروفوسزفاتيي اللاعضزو    الصفات الحركية تضمن البحث دراسة فعالية وبعض

الحصزول عليهزا  تزم اعلز  فعاليزة نوعيزةفعاليزة عاليزة لهزاا الانزييم فز  لزاا النزوج مزن الجزراثيم ، وكانزت اظهزرت النتزا   ،  Escherichia coliجرثومة القولزون 
 crudeاللززام للايززا جرثومزززة القولززونا كانززت الفعاليزززة النوعيززة اقززل فززز  المسززتلل   supernatant( نززانومول / دقيقزززة/ ملوززم بززروتين فززز  را ززق 622لزز  )

extract ( نانومول/دقيقزززة/ملوم بزززروتين، فززز  حزززين اظهزززر الراسززز  622لللايزززا جرثومزززة القولزززون ، اا بلوزززت )precipitant  المرسززز  بقريقزززة الموجزززات فزززوق
= 0.2( نززانومول /دقيقززة/ملوم بززروتين ا وجززرا تحديززد الظززروا المثلزز  لفعاليززة الانززييم عنززد )81اقززل فعاليززة نوعيززة للانززييم اا بلوززت )الصززوتية والقززرد المركززي  

pH( وكانززت اعلزز  فعاليززة نوعيززة للانززييم عنززد الظززروا )مززادة الاسززا ال( ملزز  مززول مززن 2.2ق الللايززا كمصززدر للانززييم و )( مززايكروارام مززن بززروتين را زز022 
-Michaelis( Km) منززتن –، وبلوززت قيمززة ثابززت ميكززيل   م(00( دقززا ق عنززد الدرجززة الحراريززة )82وفتززرة حضززن لمززدة ) Na4ppi بايروفوسززفات الصززوديوم

Menten   ( مل  مول ا 0.42)مقاربة ال 
  ,Escherichia coli, inorganic pyrophosphataseالكلمات الدالة : 

  المقدمة :
تمثززل الانييمززات بعززكل عززام مركززيا محوريززا لامززا فزز  تنظززيم سززرعة العمليززات 

لززاا فزززان دراسززة العوامزززل المززز ثرة  ، الفسززلجية فززز  الكززا ن الحززز  وبنظززام دقيزززق
تعزززد اات الميزززة كبيزززرة فززز   تفسزززير  علززز  سزززرعة التفزززاعلات المحفزززية انييميزززا  

 ا   [8]الكا ن الح   للايا ات الفسلجية داللالعملي ومعرفة كيفية حدوث
 norganic yrophosphataseاكتعزا انزييم البايروفوسزفاتيي اللاعضزو 

(EC 3.6.1.1)  ييل)البايروفوسززززيفت فوسززززفولايدروPyrophosphate 

phosphohydrolaseويعزززززززد لزززززززاا الانزززززززييم مزززززززن  [2] فززززززز  اللميزززززززرة ( اولا
يوية البنا ية المتعلقزة بزايض الفسزفور، اا الحالانييمات المهمة ف  التفاعلات 

وان مسززتقبل  تاالزز  الاروثوفوسزف وسزفاتالبايروفيلعز  دورا  مهمزا فزز  تحويزل 
الحزززامض  residueمجموعزززة الفوسزززفات لزززو مجموعزززة الكاربوكسزززيل لمزززايل 

الامينزز  الثنززا   الكاربوكسززيل، اا بارتبززاق الفوسززفات مززو الانززييم يتكززون اسززيل 
قلززز  لزززاا التفاعزززل ايونزززات موجبزززة ثنا يزززة التكزززاف  مثزززل ا كمزززا يت[0]فوسزززفات 

[ا واظهزززرت الدراسزززات 6المونيسزززيوم او المنونيزززي او الكوبلزززت او اللارصزززين]
السابقة وجود التلافات ف  فعاليزة الانزييم اعتمزادا علز  نزوج الايزون الموجز  
ثنزززززززززا   التكزززززززززاف ، وتركيزززززززززي ، والا  الهيزززززززززدروجين ، فضزززززززززلا عزززززززززن تركيزززززززززي 

[ا وجززد ان انززييم البايروفوسززفاتيي اللاعضززو  المعززيول مززن 2البايروفوسززفات ]
E.Coli  يتكززززون مززززن سززززت وحززززدات ثانويززززة يبلزززز  الززززوين الجيي زززز  لكززززل منهززززا

، اا [ وان لاا الانييم مستقر بعزكل كبيزر تجزا  الحزرارة 5( دالتون ]22222)
الز  فقزد در  [ فضلا عزن 2م لمدة ععرة دقا ق ](12يتحمل درجة حرارة )

 Streptococcusوجرثومة  [0]لميرة اللبي كا نات عديدة مثل  الانييم ف 

salivarius [1 ،8]، [ 82وادموزززززة الجزززززرا]  كمزززززا حزززززددت الفعاليزززززة النوعيزززززة
المعيولززة  Salmonellaللانززييم فزز  تسززو سززلالات مززن جرثومززة السززالمونيلا 

 ا  [88]من الاااية الملوثة 
عليهززززززا فزززززز  الظززززززروا ان الفعاليززززززة النوعيززززززة لا  انززززززييم لا يمكززززززن الاعتمززززززاد 

 بززل يعتمزد علزز  الفعاليززة النوعيزة فزز  الظززروا المثلز  بويززة ايجززاد ، التمهيديزة
، لزاا تعزد الدراسزة الحاليزة دراسزة اوليزة [82]قيم حقيقة تعبر عن نعاق الانزييم

لزززززبعض صزززززفات الانزززززييم والظزززززروا المثلززززز  لفعاليتززززز  فززززز  جرثومزززززة القولزززززون 
Escherichia coli   عند الا  الهيدروجين(0.2  =pH  ا ) 

 المواد وطرائق العمل : 
الجلديزززة  باتامزززن الاصززز Escherichia coliتزززم عزززيل جرثومزززة القولزززون 

بعززد تنقيتهززا علزز  وسزززق  هززاجرثومززة تزززم يرعاللتحضززير مسززتلل  و  للانسززان
ثزم لقحزت انابيز  مزن وسززق  nutrient agar slantالاكزار الموزا  الما زل 

-82لمزدة ) م(00)درجة حزرارة   الجرثومة وحضنت ف  المرق الموا  بها
ا رسزززبت الللايزززا بعزززدلا بجهززززاي القزززرد المركزززي  المبزززرد الفززززوق  ( سزززاعة81

ultracentrifuge ( 6بدرجزة)وبسزرعة مxg  82222 ( دقيقزة 85ولمزدة )
 مزن المحلزول المزنظم 0( سزم2ا ثم اسلت الللايا مرتين والز  بتعليقهزا فز  )

(Tris-HCl buffer, 10 mmol , pH 7.0   ) واعيزد ترسزيبها بجهزاي
القززرد المركززي  المبززرد الفززوق  تحززت نفزز  الظززروا السززابقة ، واعيززد تعليقهززا 

 , Tris-HCl buffer , 10 mmol)  مزن المحلزول المزنظم  0( سزم2فز  )

pH 7.0  (  الحززززاو  علززززز )5 mmol 2( مركزززززابتو ايثزززززانول–

mercaptoethanolثززم سززحقت الللايززا باسززتلدام جهززاي التززرددات الفززوق ، 
، ثم رس  المسزتلل  بجهزاي القزرد المركزي  المبزرد  ultrasonicالصوتية 

 ( دقيقة ا 85لمدة ) xg 22222وبسرعة  م(6الفوق  بدرجة حرارة )
والرا ززززق  crude extract اللززززام قيسززززت فعاليززززة الانززززييم فزززز  المسززززتلل 

supernatant   والراسزprecipitant حسز  قريقزة Chen et al. [80] 
لمتحززززرر باسززززتلدام لزززز  قيززززا  كميززززة الفوسززززفيت اللاعضززززو  االتزززز  تعتمززززد ع

 perchloric acidمزززن حزززامض البيركلوريززز             الكاعزززا المكزززون
حززامض الاسززكورب  و   ammonium molbidateمولبيززدات الامونيززوم و 

ascorbic acid اعتمزززادا علززز   اتحزززددت كميزززة الفوسزززفا كعامزززل ملتزززيل
القزول المزوج   ت عزدة اللزون عنزداللاعضو  وقيسز اتياس  للفوسفمنحن  ق

 Lowry etة البزروتين باسزتلدام قريقزة حددت كميز اكم ، ( نانوميتر022)

al. [86]  اسززتلدم الرا ززق لالتبززارات تحديززد الظززروا المثلزز  لقيززا  فعاليززة و



  

)التيزار فتزرة التحضزين المثلزز  ، تحديزد درجزة الحزرارة المثلز  للتفاعززل  الانزييم
، وتزم التعبيزر عزن الفعاليزة النوعيزة للانزييم  الاسزا (، التركيي الامثل للمزادة 

 بالنانومول / دقيقة / ملوم بروتين ا
 النتائج والمناقشة : 

اظهزززززرت النتزززززا   الاوليزززززة تحزززززت الظزززززروا التمهيديزززززة وجزززززود فعاليزززززة لانزززززييم 
فز  جرثومزة  inorganic pyrophosphataseالبايروفوسزفاتيي اللاعضزو  

( الفعاليزة النوعيزة لانزييم 8بين الجدول رقم )وي Escherichia coliالقولون 
البايروفوسززززفاتيي اللاعضززززو  فزززز  الاجززززيات الملتلفززززة مززززن مسززززتلل  للايززززا 

 الجرثومة ا 
( الفعالية النوعية لانزيم البايروفوسفاتيز اللاعضوي في الاجزاء 1جدول )

 E. coliالمختلفة من مستخلص جرثومة القولون 
 

 % النوعية للفعالية بة المؤيةالنس الفعالية النوعية* الجزء
 822 622 الرا ق
 28 81 الراس 

 82 622 المستلل 

 * الفعالية النوعية )نانومول/دقيقة/ملوم بروتين(
 

( بززان الفعاليززة النوعيززة للانززييم فزز  لززاا النززوج مززن 8اا يلاحززظ مززن الجززدول )
ولزز  ( نززانومول / دقيقززة / ملوززم بززروتين 622الجززراثيم قززد بلوززت فزز  الرا ززق )

%( تقريبزززا مزززن قيمتهزززا فززز  المسزززتلل  الكلززز ، اا كانزززت 82اكثزززر بمقزززدار )
مزززرات تقريبزززا عزززن بزززاربو ( نانومول/دقيقزززة/ملوم بروتين،كمزززا انهزززا تييزززد 622)

نانومول/دقيقززززة/ملوم بزززروتينا ويبززززدو  (81قيمتهزززا فززز  الراسزززز  والتززز  بلوزززت)
تلدم الرا زق لزاا اسز ، واضحا ان اعل  فعاليزة نوعيزة للانزييم كانزت فز  الرا زق

 ا   ف  التجار  اللاحقة ف  التبارات تحديد الظروا المثل  لفعالية الانييم
ولتحديزد الظزروا المثلز  لفعاليزة الانزييم فقزد جزرت الالتبزارات بوجزود تراكيززي 

( 052-52ملتلفة من البزروتين فز  را زق للايزا الجرثومزة تراوحزت مزا بزين )
Na4ppi (8.5 )ادة الاسزززا  بوجزززود تركيزززي ثابزززت للمزززا  0مزززايكروارام / سزززم

 ( العلاقزززة بزززين فعاليززة الانزززييم وتركيزززي البزززروتين8ويبزززين العززكل )ملزز  مزززولا 
 ا  الموجود ف  را ق الللايا الكل 

 
 
 

 
 لاعضويعلى فعالية انزيم البايروفوسفاتيز ال E. coli( تأثير تركيز البروتين الكلي في رائق خلايا جرثومة 1شكل )

 

( ان السززززرعة الاوليززززة للتفاعززززل تززززيداد بييززززادة تركيززززي 8ويلاحززززظ مززززن العززززكل )
لززا  النتززا   تعقزز  دلالززة علزز  را ززق الللايززا )تركيززي الانززييم(ا البززروتين فزز  

تحزززرر الفوسزززفيت اللاعضزززو  بفعزززل الانزززييم فززز  را زززق الللايزززا ، وان السزززرعة 
 سززا  وتركيززي الانززييم،الاوليززة لززا  تعتمززد علزز  عززاملين لمززا تركيززي المززادة الا

مزن  0سزم / ازرام ( مزايكرو022( ايضزا بزان التركيزي )8ويلاحظ من العزكل )
الرا ززق اعقزز  اعلزز  سززرعة تفاعززل ولززا  السززرعة بززدورلا تعتمززد علزز  عززاملين 

 ا  [85]معدل السرعة وتركيي الانييم  ايضا لما ثابت

ليزة انزييم وكال  جرا دراسة العلاقزة بزين فتزرة التحضزين )يمزن التفاعزل( وفعا
البايروفوسفاتيي اللاعضو  عن قريزق التبزار فتزرات ملتلفزة للتحضزين ابتزدا 

التفاعززل  ( دقيقززة لالتيززار فتززرة التحضززين المثلزز  واللايمززة لاتمززام86-2مززن )
( العلاقزة بزين فتزرات التحضزين الملتلفزة وفعاليزة 2الانييم  ويوضح العكل )
 الانييم من را ق الللاياا

 (3تركيز البروتين الكلي في رائق الخلايا )مايكروغرام/سم
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 E.coli( تأثير فترة التحضين على فعالية انزيم البايروفوسفاتيز اللاعضوي في جرثومة الـ 2الشكل )

 

( ان فعاليززة الانززييم تززيداد وبعززكل لقزز  مززو ييززادة فتززرة 2مززن العززكل )يظهززر 
لززاا التناسزز  اللقزز  لززو دليززل الززر و ( دقززا ق 82-1التحضززين الزز  حززدود )

عل  ان تحرر الفوسفيت اللاعضو  لو تحرر انييمز ا ويلاحزظ مزن العزكل 
( ايضا استقرار نسب  ف  الفعالية الانييميزة بعزد الععزر دقزا ق الاولز  مزن 2)

( دقزززا ق كفتزززرة تحضزززين 82فتزززرة التحضزززين، لزززاا تزززم اعتمزززاد فتزززرة التحضزززين )
 ت ف  التجار  اللاحقة ا مثالية للتفاعل الانييم  واعتمد

الحرارة عل  فعالية الانزييم، اا تزم قيزا  فعاليتز  درجة كما جرت دراسة تأثير 
( درجزة م ويزة ويوضزح 55-85عند درجات حرارية ملتلفة تراوحت ما بين )

 االتفاعل وسرعة التفاعل الانييم  ( العلاقة بين درجة حرارة0العكل )

 
 E. coliجرثومة الـ  ( تأثير درجة الحرارة على فعالية انزيم البايروفوسفاتيز اللاعضوي في3شكل )ال

( ان الارتفزاج التززدريج  للحززرارة ادا الزز  ييززادة 0واضززحا مززن العززكل )يظهزر 
فززز  فعاليزززة الانزززييم وبعزززكل لقززز  تقريبزززا ، اا وصزززلت الفعاليزززة اروتهزززا عنزززد 

درجززززة كدرجززززة حراريززززة مثلزززز  لفعاليززززة ( م ويززززة واعتمززززدت لززززا  ال00الدرجززززة )
يكززون  تزز الانززييم ا وبعززكل عززام فززان ارتفززاج درجززة الحززرارة )ضززمن الحززدود ال

تجزززا  الحزززرارة( يعمزززل علززز  ييزززادة عزززدد الجي يزززات التززز   فيهزززا الانزززييم مسزززتقرا  
تسززتقيو التفاعززل مززن لززلال ييززادة قاقتهززا الحركيززة وييززادة عززدد التصززادمات 

( ايضزززززا ان فعاليزززززة الانزززززييم تبزززززد  0لعزززززكل )التزززز  تقزززززوم بهزززززا، ويلاحزززززظ مزززززن ا

( درجة م وية لتصل ال  اقزل مزن اروتهزا بمقزدار الثلزث 00بالانلفاض بعد )
( درجزززة م ويزززة ويعزززيا الززز  الززز  ان الزززدرجات الحراريزززة العاليزززة 55عنزززد الزززز )

تززز د  الززز  ييزززادة القاقزززة الحركيزززة دالزززل الانزززييم مقتربزززة مزززن تلقززز  حزززاجي 
حقززززيم الاواصززززر الهيدروجينيززززة والاواصززززر الكارلززززة القاقززززة الززززلايم والكززززاف  لت

المسزززز ولة عززززن ثبززززات التركيزززز   hydrophobic bondsللمززززات الضززززعيفة 
 enzymeالثزززززانو  والثززززززالث  للانزززززييم ممززززززا يزززززز د  الززززز  مسززززززخ الانزززززييم 
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درجة حرارة التحضين )درجة 
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denaturation تحفيييززززة الامززززر الززززا  يزززز د  الزززز  انلفززززاض فزززز  الفعاليززززة ال
 [ ا  80،  82] ولربما ال  فقدانها كليا

كمززا جززرا قيزززا  فعاليززة انزززييم البايروفوسززفاتيي اللاعضزززو  باسززتلدام تراكيزززي 
تراوحزززت مزززا  Na4ppiبايروفوسزززفات الصزززوديوم  ملتلفزززة مزززن المزززادة الاسزززا 

( تزززاثير التراكيزززي المتويزززرة 6( ملززز  مزززولا ويوضزززح العزززكل )2.8– 2.2بزززين )
علزززززززز  سزززززززرعة التفاعززززززززل المحفزززززززي بززززززززانييم  Na4ppiمزززززززن المززززززززادة الاسزززززززا  

ازرام  مزايكرو 022وسفاتيي اللاعضو  عند بقات تركيي الانييم ثابتزا )روفيالبا
 من بروتين را ق للايا جرثومة القولون( ا 0/ سم

 
 E.coli على فعالية انزيم البايروفوسفاتيز اللاعضوي في جرثومة الـ Na4ppi( تأثير تركيز المادة الاساس 4الشكل )

 

( ان التراكيي الواق زة مزن المزادة الاسزا  تز د  الز  6ن العكل )اا يلاحظ م
، مما يدل علز  ييزادة فز  قردية ييادة سرعة التفاعل )السرعة الاولية( ييادة 

المزززادة الاسزززا  وبالتزززال  ييزززادة فززز  سزززرعة التفاعزززل ا -عزززدد معقزززدات الانزززييم
  ( ملز  مزول مزن المزادة الاسزا  اعقزت اعلز2.2يلاحظ كال  ان التركيي )

 maximum velocity فعاليزززة والتززز  يقلزززق عليهزززا بالسزززرعة القصزززوا

(Vmax) ( نززانو مززول / دقيقززة/ ملوززم بززروتين622والتزز  بلوززت تقريبززا ) ثززم ،
يلاحزززظ حصزززول اسزززتقرار نسزززب  فززز  سزززرعة التفاعزززل ويكزززون الانزززييم عنزززدلا 

ولا يسززززتقيو ان يعمززززل بسززززرعة اكبززززر ، اا تكززززون جميززززو  saturatedمعززززبعا 
بجي يزات المزادة الاسزا   saturationالة للانييم فز  حالزة تعزبو المواقو الفع

 ا    [81]

يكزيل  مان فعالية الانييمات عموما تحدد بدقزة مزن لزلال تحديزد قيمزة ثابزت 
والا  يعرّا عل  ان  تركيزي المزادة   Michaelis-Menten(Kmمنتن ) –

( باسزتلدام Kmقيمزة ) حددت الاسا  الا  يعق  نصا السرعة القصوا،
الززززا  يمثززززل العلاقززززة بززززين  Lineweaver-Burkeبيززززر   –قريقززززة لينززززويفر 

 8/ [S]ومقلززو  تركيززي المززادة الاسززا  V/8تفاعززل المقلززو  معززدل سززرعة 
مقاربززززززة الزززززز   Na4ppi( للمززززززادة الاسززززززا  Km، اا وجززززززد ان قيمززززززة ) [88]
وكمزا لزو  ( مل  مول ف  حالة استلدام را ق الللايا كمصزدر للانزييم20.4)

 ( ا5عكل )موضح ف  ال
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 E.coli( لانزيم البايروفوسفاتيز اللاعضوي في جرثومة الـ Kmبيرك يوضح قيمة ) –رسم لينويفر ( 5الشكل )

 

وعمومزا لوززرض الحصززول علز  السززرعة القصززوا للتفاعزل الانييمزز  يجزز  ان 
دة الاسززززا  يحتززززو  نظززززام التفاعززززل التركيززززي الامثززززل لكززززل مززززن الانززززييم والمززززا

ويحضززن فزز  الدرجززة الحراريززة المثلزز  ولفتززرة تحضززين كافيززة لاتمززام التفاعزززل 
 بعكل كامل ا

فعاليززززة لانززززييم البايروفوسززززفاتيي اللاعضززززو  افضززززل وممززززا تقززززدم يتضززززح بززززان 
inorganic pyrophosphatase  مزززززن را زززززق للايزززززا جرثومزززززة القولزززززون

Escherichia coli تاليزززة جزززرا الحصزززول عليهزززا لززز  تحزززت الظزززروا ال

( ملز  مزول مزن المزادة 2.2( مايكروارام مزن بزروتين را زق الللايزا و )022)
وفتززرة حضززن  لمززدة ععززر دقززا ق  Na4ppi بايروفوسززفات الصززوديوم الاسززا 

(، وجزاتت (pH = 7.0وبثبزات الا  الهيزدروجين  م(00عند درجزة حزرارة )
لعديزد مززن ا فزز لزا  النتزا   متفقززة مزو نتزا   دراسززات سزابقة علزز  لزاا الانزييم 

وكال  دراسة فعاليزة لزاا  Streptococcus salivarius [1]الكا نات مثل 
ا Salmonella [88] الانزززييم فززز  تسزززو سزززلالات مزززن جرثومزززة السزززالمونيلا

 ا
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Abstract 
The study concerned with describing the activity and some properties of the enzyme inorganic pyrophosphatase (EC 

3.6.1.1) from Escherichia coli. A high activity of the enzyme was detected in Escherichia coli. The highest specific 

activity of the enzyme was detected in the supernatant (466) nmol/min/mg protein and the lowest was in the precipitant, 

by a sonication and centrifugation, (98) nmol/min/mg protein, while crude extract exhibited a value between the two 

limits (420) nmol/min/mg protein. The optimum conditions of the enzyme activity were (300) mg protein as a source of 

enzyme, (2.0) mmol of sodium pyrophosphate as a substrate, at pH (7.0) , with (10) minutes as incubation time at 37C 

and the Michaelis-Menten constant (Km) was about (0.42) mmol. 


