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 بالاستسقاء والمصابين الاصحاء للأطفال الشوكي النخاع سائل من استريز كولين اسيتايل انزيم عزل
 في مدينة الموصل الدماغي

 

 

 

 (1/11/2018قُبل  ؛ 30/5/2018 اُستلم) 

 الملخص
ستسقاء الدماغي من سائل النخاع الشوكي للأطفال المصابين بالااسيتايل كولين استريز عزلا جزئيا لإنزيم  البحث تضمن

والأصحاء، إذ تم فصل حزمة رئيسة واحدة فقط ذات فعالية عالية بتقنية الترشيح الهلامي للراسب البروتيني الناتج عن ترسيب 
 %( بعد عملية الفرز الغشائي عند استخدام عمود الترشيح الهلامي من نوع سيفادكس70ات الامونيوم )البروتينات باستخدام كبريت

G-100 والأصحاء على التوالي، ومن ثم حقنت الحزمة الناتجة فيما بعد  للمرضى  مرة (17،(27 وبعدد مرات تنقية وصلت الى
ناك حزمتان ذات فعالية للإنزيم لكن الحزمة الثانية اظهرت ، وظهر أن هG-200في عمود الترشيح الهلامي من نوع سيفادكس 

 . على التوالي ءالمرضى والاصحا (24، 33) فعالية اعلى من الحزمة الاولى إذ وصل عدد مرات التنقية للحزمة الثانية الى
نزيم المفصول من كما أوضحت النتائج أن فعالية الإنزيم المفصول من سائل النخاع الشوكي للمرضى اعلى من فعالية الأ

سائل النخاع الشوكي للأصحاء، وقد استخدمت الحزم البروتينية ذات الفعالية العالية لتحديد الوزن الجزيئي التقريبي للأنزيم 
نوع عند استخدام عمود الفصل الحاوي على الهلام من  ( دالتون4000 ± 163606)باستخدام تقنية الترشيح الهلامي وكان بحدود 

  .G-200سيفادكس 
 

انزيم اسيتايل كولين استريز، سائل النخاع الشوكي. الاستسقاء الدماغي، الكلمات الدالة:  
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ABSTRACT 

The research includes the partial isolation of acetylcholinesterase enzyme, from CSF of 

hydrocephalus patients and healthy children, the results showed that there was one peak with high 

activity from gel filtration chromatography using sephadex G-100 for protienous  solution resulted 

from ammonium sulfate precipitation (70%) after dialysis process, with purification folds up to 

(27,17) times of patients and healthy children respectively. 
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Another column was used with sephadex G-200  and the results showed two protienous peak 

for Acetylcholinesterase with  purification folds up to (33, 24) times of patients and healthy children 

respectively, the second protienous peak had higher activity than the first peak. 

The results showed also  that the enzyme  which was isolated from CSF  of patients children 

had  a higher  activity than the enzyme isolated from CSF of  healthy children, the peak with high 

activity was used to determine the comparative molecular weight using gel filtration 

chromatography with sephadex G-200.which was (163606 ± 4000) Dalton.  
 

Keywords: Hydrocephalus, Cerebrospinal fluid, Acetylcholinesterase  Enzyme.   
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 المقدمة
 علرررررى انررررر  تجمرررررئ غيرررررر طبيعررررري لسرررررائل النخررررراع الشررررروكي فررررري  Hydrocephalusيعرررررر  مرررررر  الاستسرررررقاء الررررردماغي 

غط داخررل الرردماو للرردماو و يكررون فرري الاغلررب مرتبطررا بازديرراد الضرر Subarachnoidوتحررت العنكبوتيررة  Ventriclesالبطينيررات  
ICP) )Increased  intracranial pressure ، يشخص بإفراز ودوران وامتصاص غير طبيعي لسائل النخاع الشوكي و(Tully 

and Dobyns, 2014)يصررن  مررر  الاستسررقاء الرردماغي إلررى صررنفين همررالا الاستسررقاء الررولادي أو الخلقرري .Congenital 

hydrocephalus  كتسرب والاستسرقاء الردماغي المAcquired hydrocephalus  (Shim et al., 2016 وكرل صرن  يقسرم ،)
الررى قسررمين فرررعيين بنرراء علررى سرربب الاستسررقاء الرردماغي مررن حيررث كررون الخلررل فرري إعررادة الامتصرراص أو وجررود إنسررداد معررين فرري 

 Nonداديالأستسررررررقاء الرررررردماغي غيررررررر المتصررررررل أو الأنسرررررر ( وهررررررذان القسررررررمان اولهمررررررا، يسررررررمىTaboo,2014البطينيررررررات )

communicating hydrocephalus  لا الرذي يكرون سربب إعاقررة سرريان أو انسرياب سررائل النخراع الشروكي هررو وجرود انسرداد فرري
 Communicatingالبطينيرررات وتحرررت العنكبوتيرررة. والقسرررم ااخرررر يررردعى برررر الاستسرررقاء الررردماغي المتصرررل أو غيرررر الأنسررردادي 

hydrocephalusهرو قلرة  ء الدماغي يوجد اتصال بين البطينيات وتحت العنكبوتية، وسبب المرر لا وفي هذه الحالة من الاستسقا
 امتصرررررررررراص سررررررررررائل النخرررررررررراع الشرررررررررروكي أو زيررررررررررادة إنتررررررررررا  سررررررررررائل النخرررررررررراع الشرررررررررروكي وهررررررررررذا النرررررررررروع عررررررررررادة يصرررررررررريب الأطفررررررررررال 

(Kinsman and Johnston, 2016; Tully and Dobyns , 2014 .) 
نرررزيم أسررريتايل كرررولين أسرررتريز)  ( يررردعى كرررذلك برررإنزيم أسررريتايل كرررولين هايررردروليزAcetylcholinesterase (AChE)وا 

(EC3.1.1.7 ويوجرررد فررري منطقرررة التقررراء العضرررلات والأعصررراب والتشرررابكات العصررربية ووظيفتررر  تحليرررل الناقرررل العصررربي الاسررريتايل )
بنراء وهردم الخلايرا العصربية ولر   كولين. إن الإنزيم ليس محددًا بوظيفت  الأساسية في تحليل الأسيتايل كرولين فقرط ولكرن لر  دورا فري

علاقرررة بمرررر  الزهرررايمر، فضرررلًا عرررن دوره فررري تنظررريم مررروت الخليرررة المبررررمج وانقسرررام الخلايرررا وتطورهرررا، وهرررذا يشرررير إلرررى دور إنرررزيم 
AChE ( فرري تكرروين الأورام السرررطانية وتطورهرراZhang and Greenberg, 2012 ولرر  دور أيضرراً فرري الإسررتجابة للترروتر ،)

التي لها علاقة بالألتهابات. الأسيتايل كولين أستريز ل  فعالية نوعيرة عاليرة ولا سريما عنرد تحليرل مركبرات السريرين حيرث  والتفاعلات
، ولهرذا الانرزيم (Colevic et al., 2013)جزيئة من الأسيتايل كولين لكرل ثانيرة  25000إن كل جزيئة من الإنزيم تحلل يقرب من 

لتسمم بالمبيدات الحشرية مثل مركبات الفسفور العضوية  وتشخيص وجود التغيرات الوراثية غير فعاليات عدة منها كش  التعر  ل
السررطانات والأمررا  مختل  أنرواع (. فضلا عن كون  مؤشرا حيويا مهما لتتبئ Miswon et al.,2015الطبيعية في هذا الانزيم )

 (.Xi et al., 2015العصبية ومتابعة تفاقمها وشدتها )
هررذا البحررث مررن عرردم ترروفر دراسررة حررول فصررل انررزيم الاسرريتايل كررولين اسررتريز عررن سررائل النخرراع الشرروكي  اهميررةتى أوتترر

اذ ويعرر  سرائل النخراع صرول مرن مرضرى الاستسرقاء الردماغي، صحاء ومن ثم دراسرة صرفات  المختلفرة ومقارنتر  مرئ الانرزيم المفللأ
عررديم اللررون وهررو أحررد سرروائل الجسررم الناقلررة ويررتم إفرررازه فرري علررى انرر  سررائل صررا    Cerebrospinal fluid (CSF)الشرروكي 

البطينيرررات وتحرررت العنكبوتيرررة ويحررريط بالررردماو والحبرررل الشررروكي، ويررردور سرررائل النخررراع الشررروكي فررري تجررراوي  عديررردة فررري البطينيرررات، 
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تحة البطينية، ثم إلى القنراة ومعظم سائل النخاع الشوكي يتكون في آخر بطينين فرعيين، ثم ينتقل إلى الأخدود الثالث عن طريق الف
الشررروكية والبطرررين الرابرررئ، ثرررم يمرررر السرررائل خرررلال ثرررلاث فتحرررات إلرررى التجويررر  العنكبررروتي، إذ ينتقرررل سرررائل النخررراع الشررروكي بطريقرررة 

لر  ولسائل النخاع الشوكي العديد من الوظائ  الحيوية المهمة حيث ان ل  وظائ  مناعية، فيزيائية ميكانيكية، ودفاعية و  ،النبضات
 (.Jamalabadi and Keikha, 2016دور مهم في التوازن الكيميائي للجسم )

 
 المواد وطرائق العمل

 . جمع العينات:1
جمعت عينات سائل النخاع الشوكي المستخدمة للفحوصات السريرية من المرضى والأصحاء ظاهريا تحت اشرا  اطباء 

وضمن  طفال في محافظة اربيل ودونت جميئ المعلومات المطلوبة،متخصصين في مستشفى اربيل التعليمي ومستشفى رابرين للأ
. اما عينات سائل 2016الفئة العمرية نفسها كمجموعة سيطرة، وتم جمئ العينات من شهر ايار الى شهر تشرين الاول لسنة 

عها من مستشفى ابن سينا التعليمي النخاع الشوكي المستخدمة لفصل وتنقية  الانزيم باستخدام التقنيات الحيوية المختلفة فقد تم جم
. وتم الحصول على عينات سائل النخاع الشوكي للأطفال 2014في الموصل للفترة من شهر اذار الى شهر حزيران سنة 

، اما عينات مجموعة السيطرة فتم Shuntر المصابين بالاستسقاء الدماغي في اثناء اجراء عملية ادخال الصمام او ما يعر  ب
لنخاع الشوكي بعد تعقيم المنطقة بين الفقرتين الثالثة والرابعة وادخال سرنجة خاصة في تلك المنطقة داخل القناة سحب سائل ا

 ,.Lumbar puncture (Matata et al الشوكية ومن ثم سحب السائل وتسمى تلك الطريقة لعملية السحب بالبزل القطني

( دقائق وذلك للحصول على السائل بشكل  (5( لمدة x g 7000ل  بسرعة )(. بعد اخذ السائل تم اجراء عملية طرد مركزي 2012
لحين اجراء  -C 20° درجة حرارة  الرائق واجراء بع  الفحوصات بشكل مباشر وحفظ ما تبقى من السائل فيما بعد بالتجميد عند

( 5( مليلتر لكل عينة وبحدود )8-5) اذ كان حجم سائل النخاع الشوكي لمرضى الاستسقاء الدماغي ما بين ،عملية عزل الانزيم
 مليلتر لمجموعة الأصحاء.

 
 . قياس فعالية انزيم الاسيتايل كولين استريز:2

 التي تعتمد على استخدام  ((Ellman  Ellman et al., 1961تم قياس فعالية الانزيم حسب طريقة الباحث
  مئ مادة الأساس اسيتايل ثايوكولين ايوديد كاش  ألمان كما يلاحظ في الشكل ادناه الذي يوضح تفاعل الانزيم

(S-Acetylthiocholine iodide ليعطي ناتجا يتفاعل فيما بعد مئ كاش  المان ليعطي سائلا معقدا ذي لون اصفر تقاس  )
 .نانوميتر باستخدام جهاز المطيا  الضوئي 412شدت  عند الطول الموجي 

 
استخدمت تقنيات حياتية مختلفة لعملية عزل الإنزيم ز من سائل النخاع الشوكي : . عزل وتنقية إنزيم الاسيتايل كولين استري3

 وهي كااتي لا
 Ammonium sulphateمونيوم لأتعد عملية الترسيب بكبريتات ا  :. الترسيب بالإزاحة الملحية بواسطة كبريتات الامونيوم1.3

ت الموجودة في المستخلص اعتماداً على درجة تشبئ المستخلص من المراحل الأولى للتنقية التي يتم خلالها ترسيب البروتينا
(. وتمت إضافة كبريتات الامونيوم إلى المستخلص الإنزيمي بحالت  الصلبة Robyt and White, 1987مونيوم )بكبريتات الأ

عند درجة حرارة  يقةدق 60( وكانت الإضافة بصورة تدريجية مئ التحريك المستمر بالمحرك الكهربائي لمدة %70بنسبة تشبئ )
-Al)في الثلاجة( لإتمام عملية الترسيب بصورة كاملة م(4)°درجة حرارة  ساعة( عند  24، ومن ثم ترك المحلول لمدة )م(4)°

Helaly, 2007) ). 
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 لقياس فعاليته. AChE: معادلات تفاعل انزيم 1الشكل 
 

بعرد الترسريب ترمص فصرل الراسرب عرن السرائل الرائرق : Cooling centrifuge separation  . الفصل بالطرد المركزي المبرد2.3
 بسررعة الألمانيرة Andreas Hottich GmbH and Co. KG مرن شرركةبجهراز الطررد المركرزي المبررد لقسرم علروم الحيراة 

9000 xg  م ، ثم أذيرب الراسرب الرذي ترم الحصرول علير  فري كميرة قليلرة مرن المراء المقطرر، وبعرد حسراب  حجردقيقة 45ولمدة
 ,Schacterle and ollack)محلول الراسب البروتيني والسائل الرائق الناتج قدرت كمية  البروتين بطرررريقة  لاوري  المحرورة 

باسررررتخدام طريقررررة محلررررول الراسررررب البروتينرررري والسررررائل الرائررررق فرررري وقيسررررت فعاليررررة إنررررزيم الاسرررريتايل كررررولين اسررررتريز  (1973
جراء خطوات التنقية اللاحقة. ثم حفظ محلرول الراسرب البروتينري والسرائل الرائرق فري قبل إ  (Ellman et al., 1961)الباحثين

 لحين استخدام  في الخطوات اللاحقة.  -C°20درجة حرارة 
تمت عملية الفرز الغشائي من خلال وضئ المحلول البروتيني )الراسب( المحضرر فري :  Dialysis. الفرز الغشائي )الديلزة( 3.3

أنابيررب السرريلوفين المغسررولة والمحكمررة الررربط مررن الأسررفل مسرربقاً، وبعررد وضررئ العينررة فرري الأنبرروب و ربررط أعلررى  ( فرري2.3الفقرررة )
محلررول بيكاربونررات مررن  لتررر 2.5ثررم غسررل بالمرراء المقطررر وغطررس فرري وعرراء حجمرري يحترروي علررى  الأنبرروب بخرريط ربطرراً محكمرراً،

وأجريرت عمليرة الفررز الغشرائي عنرد  ،0.1M)) (Plummer, 1978) (Al-Helaly,2018)( بتركيرز NH4HCO3الأمونيروم)
مرئ مراعراة تبرديل محلرول سراعة  24مئ التحريك بالمحرك المغناطيسي، واستمرت عمليرة الفررز الغشرائي لمردة  C°4درجة حرارة 

كرذلك مررن إذ يرتم الرتخلص مرن الأيونرات الناتجرة مرن ملرح الترسريب و  الفررز الغشرائي ثرلاث مررات ومرن ثرم تررك إلرى اليروم الترالي،
حسرراب الحجررم النهررائي  وبعررد الانتهرراء مررن عمليررة الفرررز الغشررائي تررمص  كيلودالتررون. 10البروتينررات ذات الأوزان الجزيئيررة أقررل مررن

للمحلررول النرراتج، وتقرردير كميررة البررروتين بطريقررة لاوري المحررورة فضررلًا عررن قيرراس فعاليررة الإنررزيم فرري المحلررول النرراتج مررن الفرررز 
 م بغية استخدام  مرةً أخرى.°(20-ل في درجة حرارة )الغشائي ثم حفظ المحلو 

كروماتوغرافيررا الترشرريح  تتضررمن تقنيررة :  Gel filtration chromatography  . كروماتوغرافيــا  الترشــيح  الهلامــي4.3
وي علرى الهلامي فصل المركبات عن بعضها اسرتناداً إلرى الاخرتلا  فري الحجرم والروزن الجزيئري عنرد إمرارهرا فري العمرود الحرا

 Dextranمثررررل هرررلام الديكسرررتران  Gelحبيبررات ذات مسرررامية معينرررة منتفخرررة متراصرررة )محبرررة للمرراء( تررردعى  الهرررلام  )جيرررل( 
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ويررتم حسرراب حجرم المرراء المقطررر لإزاحررة كرل بررروتين مررن عمررود الفصرل. وتعررزل المررواد البروتينيررة  ،(Sephadex)السريفاديكس 
نررانوميتراً، إذ إن الهررلام المسررتخدم فرري هررذه  280مفصررولة عنررد الطررول المرروجي مررن  خررلال  قررراءة  الامتصاصررية  للأجررزاء ال

ن تقنيرة الترشريح  (.(G-200 Buritis et al., 2015; Robyt and White, 1987 و G-100التقنيرة هرو السريفاديكس  وا 
 (. Berg et al., 2012الهلامي تستخدم أيضاً بوصفها طريقة لتقدير الوزن الجزيئي التقريبي للمواد البروتينية )

ونروع  Sephadex G-100فادكس من نروع يالذي يحتوي على هلام الس سم (X 90 2)بعاد واستخدم عمود الفصل ذو الأ
G-200 Sephadex  سم وذلك بسكبها على الجدران الداخلية للعمود بهردوء لمنرئ تكرون (80، إذ وضعت مادة الهلام عند ارتفاع )

 لام ليسرررررتقر وسرررررحب المررررراء الزائرررررد فيررررر ، وكرررررررت هرررررذه العمليرررررة عررررردة مررررررات لحرررررين الحصرررررول علرررررى الفقاعرررررات الهوائيرررررة، وتررررررك الهررررر
 مرررولاري 0.1 وبتركيرررز 7 هيررردروجيني أس عنررردالارتفررراع المطلررروب واسرررتقرار الهرررلام، وترررم غسرررل العمرررود بمحلرررول الفوسرررفات المرررنظم 

(Morris and Morris,1976)   هرو المحلرول البروتينري )السرائل الرائرق النراتج عرن وبذلك أصبح العمود جراهزاً لأمررار الأنمروذ  و
 ( (Trpباسرررتخدام الحرررام  الأمينررري التربتوفررران  Internal volume (Vi)عمليرررة الرررديلزة( وترررمص حسررراب الحجرررم الرررداخلي للعمرررود 

لعمرود باسرتخدام الدكسرتران الأزرق الرذي حقرن فري العمرود لغرر  تحديرد صرفات اVoid volume (V°) والحجرم الخرارجي للعمرود 
(Berg et al., 2012). 
 

مولاري،   0.1وبتركيز  7محلول الفوسفات المنظم ذو أس هيدروجيني الفصل:  عمودالمواد والمحاليل الاخرى المستخدمة في 
، )السائل الرائق الناتج عن عملية الديلزة وكذلك الحزمة البروتينية ذات الفعالية العالية من العمود الاول(المحلول البروتيني 

مواد قياسية مستخدمة لتحديد الوزن الجزيئي التقريبي لانزيم الاسيتايل كولين استريز وهي )إنزيم الهكسوكاينيز وهي 
Hexokinase،  نزيم اليوريز  Pepsin ببسين ، الBovine serum albumin( BSAألبومين مصل البقر )، Ureaseوا 

نزيم الفا (Papainوالبابين   .Insulin الأنسولين وهورمون Egg albuminبومين البي  وأل α-amylaseاميليز -وا 
 

اسررتخدمت هرذه التقنيرة فرري تقلريص حجرم القمررم الناتجرة عررن . تقنيـة التجفيــد )التجميـد والتجفيــس( بواسـطة جهــاز اللايـوفلايزر: 5.3
 G-200الفصل سيفادكس لكلا العينتين، وكذلك تمص تجفيد الحزمة البروتينية الناتجة عن عمود  G-100عمود الفصل سيفادكس 

لكررل العينتررين اذ أظهرررت فعاليررة عاليررة للإنررزيم لغررر  الحصررول علررى الإنررزيم بهيئررة مسررحوق جررا  تمررت بوضررئ المحاليررل المررراد 
( سرراعة تقريبررراً وضررعت بعررد ذلرررك فرري جهرراز التجفيرررد (72م لمرردة (°(-20تجفيفهررا فرري دوارق بلاسرررتيكية وتجميرردها بدرجررة حررررارة 

Lyophilizer  الررتخلص مررن المرراء، ثررم حفظررت مررواد الرواسررب البروتينيررة الخررام بعررد ذلررك فرري أنابيررب محكمررة الغطرراءإلررى حررين ،
 (.Robyt and White, 1987م لحين استعمالها في دراسة فعالية الإنزيم )(°(-20وضعت في المجمدة بدرجة حرارة 

 
 كمية قدرت:  Schacterle قبل من المطورة Folin - Lowry method لاوري -فولن بطريقة للبروتين الكمي التقدير. 5.3

 هذه تعتمد إذ ،(Schacterle and Pollack, 1973) لاوري -فولن طريقة باستخدام للانزيمات التنقية خطوات خلال البروتين
 لطولا عند الضوئي المطيا  جهاز باستخدام لونياً  قياس  يمكن الذي الموليبدنيوم أزرق إلى فولن كاش  اختزال على الطريقة
 والتربتوفان، كالتايروسين الأمينية الأحما  من البروتينات محتوى على الناتج اللون شدة وتعتمد نانوميتراً   650الموجي
 امتصاص معامل ل  الذي للبروتين، القياسي المنحنى لتحضير قياسياً  محلولاً  بوصف  (BSA)البقر مصل البومين واستخدم
M 0.67 يساوي  مولاري

-1
 cm

-1. 
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 الإحصائي البرنامج باستخدام السريرية الفحوصات نتائج جميئ تحليل تمص :   Statistical analysis  الإحصائي التحليل. 4

SPSS 17  القياسري الإحصراء طرائق لإيجاد Standard statistical methods المعدل لتحديدMean   القياسي والانحرا 
يجاد متغيرين، بين للمقارنةt (unpaired  t- test )واختبار ،Standard diviation (SD) للمعدل  التي القيم بين الاختلا  وا 
   وعند  Significant معنوياً  اختلافاً ( p ≤ 0.05) عند عُدت التيp  (p-value )الاحتمالية القيمة خلال من ظهرت

(p > 0.05 ) ًمعنوي غير اختلافا (Hinton, 2004.) 
 

 النتائج والمناقشة
 ابة بمرض الاستسقاء الدماغي في الاطفال :.نسبة الاص1

أشارت النتائج التي تم التوصل اليها من الدراسة الحالية الى أن نسبة الإصابة بمر  الاستسقاء الدماغي في الذكور أعلى        
%( (37.5 %( في حين كانت نسبة الاصابة في الإناث بمقدار5 .62من  في الإناث، حيث بلغت نسبة الإصابة في الذكور )

( وبما أن أحدى أهم اسباب مر  الاستسقاء الدماغي AlSufi, 2012)   Taboo, 2014;وهذه النتائج متفقة مئ دراسات سابقة
     ، لذا فقد يكون للذكور استعداد جينيا للإصابة بالمر  أكثر من الإناث. (et al., 2016) Kahleهو حدوث خلل جيني 

ن استريز في سائل النخاع الشوكي للأطفال المصابين بالاستسقاء الدماغي ومقارنتها بمجموعة .فعالية انزيم الاسيتايل كولي2
 لاالأصحاء

( في فعالية إنزيم الأسيتايل كولين أستريز في (p≤0.05إلى وجود ارتفاع معنوي  (1 الجدول)تشير النتائج الموضحة في 
لكلا الجنسين، مقارنة مئ الأصحاء وظهرت لدى الذكور أعلى من  سائل النخاع الشوكي للأطفال المصابين بالاستسقاء الدماغي

(، فضلًا عن ان هذه النتيجة متفقة مئ دراسات (Martins et al., 2012الإناث، إذ اتفقت هذه النتيجة مئ دراسة سابقة للباحثين 
لى سبيل المثال  لوحظ ارتفاع   فعالية سابقة لوحظ فيها ارتفاع في فعالية الإنزيم عند المرضى المصابين بالأمرا  العصبية، فع

( وفي سائل النخاع الشوكي لكل من الأطفال المصابين   et al., 2015 Fedorovaالإنزيم في  لعاب  مرضى باركنسون )
وهذا الارتفاع يعود الى الدور   García-Ayllón et al.,2010)) ( والمرضى المصابين بالزهايمر (AlNoori, 2010بالسحايا

 .(Xi et al., 2015)ال للإنزيم في بناء وانحلال الاعصاب ،وبالتالي ل  دور مهم في العديد من الامرا  العصبيةالفع
   ( ولمتابعة التأثير السمي للأدوية Gupta et al., 2015كما يعد الإنزيم مؤشراً للتسمم العصبي في الدماو )

(Kumar and Gopalkrishnan, 2014وأشارت العديد من ا ،) لدراسات الى إن مستويات الإنزيم تزداد في اثناء الموت المبرمج
(، (Xi et al., 2015على افراز الإنزيم  Thymus glandللخلايا حيث  إن الكرب التأكسدي العالي يحفز قشرة الغدة  التوثية  

او إلى  ( et al., 2015 Fedorova) وقد يعود سبب ارتفاع مستويات الإنزيم إلى التل  الحاصل في أنسجة الدماو والأعصاب
الدور المناعي الذي تؤدي  جزئية الناقل العصبي الأسيتايل كولين إذ إن  يحفز اطلاق السايتوكينات المسببة للالتهاب ومنها عامل 

أو قد يكون الخلل جيني الذي هو أحد  ((Tumar necrosis factor (TNF) Pohanka, 2012انتشار أو انبثاث السرطان 
 اب الرئيسية في حدوث مر  الاستسقاء الدماغي المسبب لارتفاع فعالية الانزيم.الأسب
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: فعالية إنزيم أسيتايل كولين استريز في سائل النخاع الشوكي للأطفال المصابين بالاستسقاء الدماغي لكلا 1الجدول  
 الجنسين.

 فعالية الإنزيم

 حراس القياسي(الان +تركيز الإنزيم في سائل النخاع الشوكي )المعدل 

 الذكور الإناث 

الأصحاء 
 ( 28العدد)

 المرضى
 (66العدد) 

 الأصحاء 
 (39العدد)

 المرضى 
 (110العدد)

 أسيتايل كولين أستريز
 )نانومول/مليليتر/دقيقة(

±8.57 0.72 ± 21.88 4.6 * ±8.617 0.87 ±23 3.93 * 

 . p≤0.05فرق معنوي عن مجموعة السيطرة عند مستوى   *
 
 الفصل الجزئي لإنزيم الاسيتايل كولين استريز من سائل النخاع الشوكي للأطفال المصابين بالاستسقاء الدماغي والأصحاء    .3
بينت عملية فصل البروتين أن الفعالية العالية تتركز في جزء الراسب،  لاSalting outفصل البروتين بطريقة الإزاحة الملحية  .1

بمقدار مرتين مقارنة بر الراشح والسائل الخام لذلك تم إهمال الراشح واستكمال عملية التنقية باستخدام اذ بلغت عدد مرات التنقية 
 الراسب في عملية الفرز الغشائي.

 
فعالية النوعية الأظهرت عملية الفرز الغشائي )الديلزة( للراسب الناتج من عملية الترسيب زيادة في لا Dialysisالفرز الغشائي  .2

مقارنة ببداية فصل  3إذ كانت عدد مرات التنقية بمقدار نسبة إلى البروتين الكلي، وكذلك زيادة كميتها المعزولة، ات لإنزيمل
دالتون( حسب السيلوفين  10000ذلك بسبب خرو  المركبات البروتينية ذات الأوزان الجزئية الصغيرة )التي تقل عن و للإنزيم، 

لة أيونات ملح كبريتات الأمونيوم المستخدم في عملية ترسيب البروتينات المستخدم في المستخدم في هذه الدراسة، وكذلك إزا
زالة الجزيئات الصغيرة الأخرى  (، مما يؤدي إلى زيادة الفعالية النوعية للإنزيم المعزول Berg et al., 2012)الخطوة السابقة وا 

لول نتيجة عملية الفرز الغشائي كما هو موضح في في المحلول الناتج عن الفرز الغشائي على الرغم من تخفي  المح
 (. 3و  2جداول ال)

( 2أشارت النتائج الموضحة في الأشكاللا ) Gel filtration chromatography :كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي. 3  
( إلى ظهور حزمة بروتينية واحدة ذات فعالية عالية لإنزيم الاسيتايل كولين استريز المفصول بتقنية الترشيح الهلامي عند 3و)

إمرار المحلول البروتيني الذي تمص الحصول علي  من سائل النخاع الشوكي للأصحاء ولمرضى الاستسقاء الدماغي على عمود 
الناتجة عن عمود الفصل الأول للإنزيم  A، وعند امرار القمة البروتينية G-100ع سيفادكسالفصل الحاوي على الهلام من نو 

ظهرت  G-200( على عمود الفصل الثاني الحاوي على الهلام من نوع G-100المفصول من عمود الفصل الاول )سيفادكس
تحوي على فعالية عالية  Bمة الثانية ( وكانت الحز 5( و)4( كما موضح في الأشكال )Bو قمة  Aحزمتان بروتينيتان )قمة 

 للإنزيم بالنسبة  للأصحاء والمرضى على التوالي.
( إلى ارتفاع الفعالية النوعية لإنزيم الاسيتايل كولين استريز في اثناء 3و 2الجدولين )كما أشارت النتائج الموضحة في 

ترشيح الهلامي للسائل النخاع الشوكي من الأصحاء والمرضى مراحل تنقية الإنزيم من عملية الإزاحة الملحية والفرز الغشائي وال
عند إمرار المحلول البروتيني الناتج عن  G-100كما أشارت نتائج الترشيح الهلامي باستخدام سيفادكس  ،بالاستسقاء الدماغي

تر لسائر الأصحاء والمرضى ( مليل116( مليلتر و)117واحدة وكانت احجام روغانها )  Aعملية الديلزة إلى ظهور حزمة بروتينية
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( وعند تتبئ فعالية إنزيم الاسيتايل كولين استريزر تبين أن الحزمة تعطي فعالية نوعية 3( و)2على التوالي كما يلحظ في الشكلين )
سبة ( مرة مقارنة بالإنزيم الخام بالن17نانومول/دقيقة /ملغم وعدد مرات تنقية وصلت إلى ) ((87.6عالية للإنزيم وصلت إلى 

الى  G-100للأصحاء أما بالنسبة للمرضى فقد ارتفعت الفعالية النوعية للإنزيم عند استخدام عمود الفصل الحاوي على  
 (.5و 4الجدولين )مقارنة بالإنزيم الخام كما يلحظ في  (27)( نانومول /دقيقة /ملغم ومرات تنقية وصلت الى 227.1)

نزيم  المفصول من الأصحاء والمرضى والناتجة عن العمود الأول تمص امرارها التي أعطت فعالية عالية للإ Aإن الحزمة 
لسائر المرضى والأصحاء، وأظهرت النتائج وجود حزمتين  G-200على عمود الفصل الثاني الذي يحتوي على الهلام من نوع 

للمرضى كما موضح في الشكلين ( مليلتر 125و 90( مليلتر للأصحاء و)120و 90عند احجام روغان ) Bو Aبروتينيتين هما 
 124.6))فعالية نوعية عالية لإنزيم الراسيتايل كولين استريز وصلت إلى  B( حيث امتلكت الحزمة البروتينية الثانية 5( و)4)

ة ( مرة بالنسبة للإنزيم من سائل النخاع الشوكي للأصحاء في حين أن الفعالي24نانومول/مل/دقيقة وعدد مرات تنقية وصلت إلى )
( نانومول /مل/دقيقة  وعدد مرات تنقية وصلت إلى 283.53النوعية للأنزيم من سائل النخاع الشوكي للمرضى قد ازدادت إلى )

مرة أي أن الفعالية النوعية للإنزيم من سائل النخاع الشوكي للمرضى أعلى من الأصحاء، لذلك تم اعتماد هذه الحزمة في  33))
 3الجدولين )فأعطت فعالية نوعية أقل للإنزيم كما يلاحظ في Aي للإنزيم أما الحزمة البروتينية الاولى تقدير الوزن الجزيئي التقريب

 (. 4و
ويوجد إنزيم الاسيتايل كولين استريز في العديد من أنواع الخلايا، كالأعصاب والعضلات والأنسجة المركزية والمحيطية 

 Tripathi andمختل  مناطق الجسم حيثما وجدت نقاط التقاء بين الخلايا  والأليا  الحسية والحركية الودية واللاودية وفي

Srivastava, 2008) ولأهميت  الحيوية فقد تمص عزل  في العديد من أنسجة الجسم المختلفة حيث عزل من دماو الإنسان باستخدام )
( ذلك العزل، كما عزل إنزيم الاسيتايل كولين Zhu et al., 1993كروماتوغرافي الألفة والهجرة الكهربائية وقد اجرى الباحثان )

وحدة   9.22% والفعالية النوعية 23.5استريز من اغشية كريات الدم الحمراء باستخدام راتنجات مختلفة حيث كانت نسبة الاستعادة 
ر حيوي للدلالة على (، أمكن استخدام الإنزيم المعزول من كريات الدم الحمر كمؤشKaya et al., 2013عالمية /ملغم بروتين )

 (.Gupta et al.,  2015تسمم الأعصاب بالرصاص، لا سيما عند الأشخاص الذين يتعرضون للرصاص بكثرة )
 

  
الناتجة عن عملية الفرز الغشائي والعائدة لسائل  AChE: المظهر الجانبي يبين روغان الحزمة البروتينية لإنزيم 2الشكل 

 .G-100الفصل الحاوي على الهلام من نوع  لأصحاء على عمودلالنخاع الشوكي 



 ...................الشوكي النخاع سائل من استريز كولين اسيتايل انزيم عزل
 

 

382 

 
 
 

 
الناتجة من عملية الفرز الغشائي والعائدة لسائل  AChE: المظهر الجانبي يبين روغان الحزمة البروتينية لإنزيم 3الشكل 

 .G-100النخاع الشوكي لمرضى الاستسقاء الدماغي على عمود الفصل الحاوي على الهلام من نوع 
 
 
 
 

 
الناتجة عن عمود الترشيح  AChEلمظهر الجانبي يبين روغان الحزمة البروتينية ذات الفعالية العالية لإنزيم : ا4الشكل 

( والعائدة لسائل النخاع الشوكي للأصحاء على عمود الفصل الحاوي على الهلام من نوع G-100الهلامي الأول )نوع 
G-200. 
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الناتجة عن عمود الترشيح  AChEالبروتينية ذات الفعالية العالية لإنزيم : المظهر الجانبي يبين روغان الحزمة 5الشكل 

( والعائدة لسائل النخاع الشوكي للأطفال المرضى المصابين بالاستسقاء الدماغي على G-100الهلامي الأول )نوع 
 .G-200عمود الفصل الحاوي على الهلام من نوع 

 
 

 النخاع الشوكي للأطفال الأصحاء:          من سائل AChEخطوات تنقية إنزيم  : 2الجدول 

 خطوات التنقية
الحجم 
 )مل(

تركيز البروتين 
الكلي 

 )ملغم/مل(

 الفعالية*
 )نانومول/مل/دقيقة(

 الفعالية الكلية
 )نانومول/مل/دقيقة(

 الفعالية النوعية
 )نانومول/دقيقة/ملغم(

عدد مرات 
 التنقية

 الاستعادة %

 100 1 12.64 258 8.6 0.68 30 سائل النخاع الشوكي

 87.5 2 31.26 225.7 11.88 0.38 19 70الترسيب بكبريتات الامونيوم %

 5.2 1 6.49 13.42 0.61 0.094 22 الراشح

 50.5 3 38.75 130.2 9.3 0.24 14 الديلزة للراسب

 G-100القمم الناتجة عن عمود الفصل الترشح الهلامي سيفادكس 

 A 20 0.071 6.22 124.4 87.6 17 48.2القمة 

 G-200القمم الناتجة عن عمود الفصل الترشح الهلامي سيفادكس 

 A 12 0.014 1.03 12.36 73.57 14 4.8القمة 

 B 13 0.026 3.24 42.12 124.6 24 16.3القمة 
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تحت الظرو   التي تعمل على تحويل نانومول واحد من المادة الأساس إلى ناتجAChE الفعالية تعر  بأنها كمية الإنزيم *
الفعالية الكليةلا ثمثل حاصل ضرب الفعالية في الحجم  الكلي الفعالية النوعيةلا تمثل ، المحددة للقياس لكل مليليتر لكل دقيقة

 حاصل قسمة الفعالية )نانومول/مل/دقيقة( على تركيز البروتين )ملغرام/مل(.
 

 للأطفال المصابين  بالاستسقاء الدماغي.من سائل النخاع الشوكي  AChEخطوات تنقية إنزيم  : 3الجدول 

ج تحت الظرو  التي تعمل على تحويل نانومول واحد من المادة الأساس إلى ناتAChE الفعالية تعر  بأنها كمية الإنزيم *
الفعالية الكليةلا تمثل حاصل ضرب الفعالية في الحجم  الكلي الفعالية النوعيةلا تمثل ، المحددة للقياس لكل مليليتر لكل دقيقة

 حاصل قسمة الفعالية )نانومول/مل/دقيقة( على تركيز البروتين )ملغرام/مل(.
 

سائل النخاع الشوكي للأطفال الأصحاء  والمصابين عن  المفصول AChEتقدير الوزن الجزيئي التقريبي لإنزيم . 4
 بالاستسقاء الدماغي: 

عن امرار سائل النخاع الشوكي   الناتجة B))الثانية  القمة تتركز في قدر الوزن الجزيئي التقريبي للحزمة البروتينية التي
، حيث اعطت هذه  (5( و)4لين )كما في الشك Sephadex G-200 للأطفال الأصحاء على عمود الفصل الحاوي على الهلام

مرة، لذا تمص استخدامها في تقدير  (24)لى إ نقاوة وصلتنانومول /دقيقة /ملغم، و  (124.6)بلغت  القمة أعلى فعالية نوعية للإنزيم
لناتجة عن ( ا B( دالتون، أما الحزمة البروتينية الثانية القمة )173500 ±4000الوزن الجزيئي التقريبي للإنزيم وكانت بحدود )

إمرار المحلول البروتيني لسائل النخاع الشوكي للأطفال المصابين بالاستسقاء الدماغي على عمود الفصل الحاوي على الهلام من 
( مرة، وكان الوزن 33( نانومول/دقيقة/ملغم ونقاوة وصلت إلى )283.58والتي أعطت أعلى فعالية نوعية بلغت )G-200 نوع 

 (. 5الجدول )( و6( دالتون كما في الشكل )4000 163606±ود )الجزيئي للإنزيم في حد
دالتون  70000)ان هذه النتائج كانت مقاربة  للوزن الجزيئي للإنزيم المعزول من جدران كريات الدم الحمراء البالغ ) 

 Tripathi andشار الباحثون  )، كما أ(Kaya et al., 2013)للوحدة الفرعية الواحدة المعزولة باستخدام تقنية الهجرة الكهربائية 

Srivastava, 2008( إلى أن الوزن الجزيئي للوحدة الفرعية للإنزيم باستخدام تقنية الهجرة الكهربائية كان بحدود )60000 )
(  إلى أن الإنزيم يوجد بأشكال مختلفة وأن الشكل الموجود في دماو الإنسان يكون Xi et al., 2015وأشار الباحثون ) ،دالتون

 دالتون. ((240000-280000بشكل رباعي الوحدة، لذا يكون الوزن الجزيئي التقريبي للإنزيم يتراوح ما بين 

 خطوات التنقية
الحجم 
 )مل(

تركيز البروتين 
 الكلي )ملغم/مل(

 الفعالية*
 )نانومول/مل/دقيقة(

 الفعالية الكلية
 )نانومول/مل/دقيقة(

 الفعالية النوعية
 )نانومول/دقيقة/ملغم(

عدد مرات 
 التنقية

الاستعادة 
% 

 100 1 8.43 1260 21 2.49 60 سائل النخاع الشوكي

الترسيب بكبريتات الامونيوم 
%70 

28 1.06 26.44 740.32 24.94 3 58.76 

 5.03 1 12.58 63.42 1.51 0.12 42 الراشح

 30 5 44.52 377.6 23.6 0.53 16 الديلزة للراسب

 G-100القمم الناتجة من عمود الفصل الترشح الهلامي سيفادكس 

 A 32 0.0458 10.4 332.8 227.1 27 26.79القمة 

 G-200القمم الناتجة من عمود الفصل الترشح الهلامي سيفادكس 

 A 16 0.013 1.1 17.6 84.62 10 1.4القمة 

 B 15 0.034 9.64 144.6 283.53 33 11.48القمة 
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 Sephadex: الوزن الجزيئي وحجم الروغان للمواد القياسية المستخدمة في تقنية الترشيح الهلامي باستخدام هلام 5الجدول 

G-200  لتحديد الوزن الجزيئي التقريبي لإنزيمAChE. 
 حجم الروغان )مل( الوزن الجزيئي )دالتون( اسم المادة

 2000000 75 (Vo )الحجم الخالي  Blue dextranالدكستران الأزرق 

 Urease 480000 89انزيم اليوريز 

 Hexokinase 100000 145انزيم هيكسو كاينيز 

 67000 179 (BSA)ألبومين مصل البقر

 amylase- α 58000 190 اميليز -انزيم الفا

 Egg albumin 45000 235ألبومين البيض 

 Papain 21000 312البابين 

 Insulin 5750 425هورمون الأنسولين 

 204 450 (Vi)الحجم الداخلي  Tryptophanالتربتوفان 

 120* 173500 للأصحاء (B( )القمة ذات فعالية عالية AChEالمجهول )

 125* 163606 للمرضى (Bعالية ( )القمة ذات فعالية AChEالمجهول )

من سائل النخاع  AChE( الذي يظهر في  حجم روغان القمة المفصولة للإنزيم 5( والشكل )4أخذت هذه القيمة من الشكل )*
 .  G-200الشوكي للأطفال الأصحاء والمرضى على التوالي بواسطة تقنية الترشيح الهلامي لعمود الفصل 

 

 
باستخدام عمود الفصل الحاوي على مادة الهلام  AChEي لتقدير الوزن الجزيئي التقريبي لإنزيم : المنحني القياس6الشكل 

 .G-200سيفاديكس 
 

 الحصول عليها استنتجت الدراسة الحالية لا من خلال هذه النتائج التي تمص 
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 أن فعالية  الانزيم المفصول من المرضى اعلى من فعالية الإنزيم المفصول من الأصحاء.   -1
الحزمة  G-100 ور حزمتان بروتينيتان للمحلول البروتيني الناتج عن الديلزة لسائل النخاع الشوكي باستخدام الهلام من نوعظه -2

يظهر أن هناك  G-200 سيفادكس من نوع الترشيح الهلاميد الأولى، ومن ثم فإن امرار الحزمة البروتينية الأولى على عمو
 مرة. 33 إذ وصلت عدد مرات التنقية للحزمة AChEحزمة ذات فعالية عالية لإنزيم 

( 4000 ± 163606)يل كولين استريز باستخدام تقنية الترشيح الهلامي كان بحدود االوزن الجزيئي التقريبي لانزيم الاسيت -3
 .G-200من نوع سيفادكس  باستخدام هلام دالتون
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