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في   Aspergillus nigerتأثير مستخلص إنزيم الفوسفولايبيز والفطر المنتج له 

 Mus musculusمعايير المصورة الدموية لذكور الفئران المختبرية  بعض

 محمد عجة عودة* , خالد كاطع الفرطوسي** , هدى عيسى الطائي**

 * قسم الكيمياء / كلية العلوم / جامعة ذي قار / العراق

 وم الحياة / كلية التربية / جامعة ذي قار / العراق** قسم عل

 

 -الخلاصـــــة:

وملاحظة تأثيرد  Aspergillus nigerتخصصصصصصه هذد الدراسصصة منتال مسصصتخلص إنزيم الفوسصصفولايبيز م  الفطر 

في بعض معصصايير المصصصصصصصورة الصصدمويصصة لصصذكور الفئران المختبريصصة   تم عز  الفطر  A.nigerوتصصأثير معلا الفطر 

A.niger   م  مريض مصصصصصصات بالتلات جلدي ثم نمي الفطر مختبريا على الوسصصصصصل الزرعي الصصصصصصل(SDA)   وتم

فحص قابليته على إنتال إنزيم الفوسصفولايبيز باسصتخدام طريقة ابطباق وبتوفر الظروا الملائمة لنمو الفطر وإنتال 

بعد تنمية الفطر على الوسل الزرعي السائل امنزيم م  درجة حرارة ومواد مغذية  واستخلص إنزيم الفوسفولايبيز 

مل م  المسصصصصصصتخلص الحاوي على  0.2و  0.1و تم حق  ذكور الفئران المختبرية بطريقة الحق  بالخل  بالجرعتي  

يوم م  الحق  اليومي المسصصصصصصتمر كما تم حق  ذكور الفئران المختبرية  (14)يوم و  ( 7) الانزيم/ حيوان ولفترتي  

 بنفس الجرع ولنفس الفترة بالنسبة للإنزيم وتم الحق  لمرة واحدة فقل    A.nigerبمعلا الفطر 

والمعاملة بمعلا  A.nigerأظلرت نتائج هذد الدراسصصصصة أن المعاملة بمنزيم الفوسصصصصفولايبيز المسصصصصتخلص م  الفطر 

الدم المضصصغوط  تحدث انخفاض معنوي في المصصصورة الدموية ) عدد كريات الدم الحمر وحجم خلايا A.nigerالفطر 

 و نسبة الليموكلوبي  وعدد كريات الدم البيض ( 

 

 , المعايير الدموية , الفئران المختبرية  Aspergillus nigerالكلمات المفتاحية : أنزيم الفوسفولابيز , الفطر 

 

 المقدمــــــة

القدرة على                  متجانسة والتي للاالإلى امنزيمات ذات المجاميع غير Phospholipaseيشير المصطلح 

في  تركي                                       الكليسريدات  linkage Asterة التحلل المائي لواحد أو أكثر م  الروابل ألا ستري

وكل إنزيم  قادر على كسصصصر               أصصصصرة أسصصصترية  Phosphoglycerides المفسصصصفرة ) اللبيدات المفسصصصفرة (

Phospholipase A1Phospholipase A ,2 ,ه , يتواجصصصد إنزيم الفوسصصصصصصفولايبيز بعصصصدة أنواع خصصصاصصصصصصصصصة  بصصص

Phospholipase B, Phospholipase C and Phospholipase D Ansell&Hawthorne,1964)  )  

 سصصجل بو  1960تنتج الفطريات المرضصصية إنزيم الفوسصصفولايبيز الذي يمكنلا م  ملاجمة خلايا المضصصيع ففي عام 

 صل   زرعيع  طريا تنمية الخميرة على وسل  Candida albicansمرد إفراز إنزيم الفوسفولايبيز م  قبل 

 البحث مستل م  رسالة ماجستير  -
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 Chen etو  .Price et al (1982و درس كل م  ) (Costa et al.,1968اللسصصصصصصيثي ) يحتوي مح البيض أو

al.(1997) ية إنزيم الفوسصصفولايبيز في الخميرة لقياس فعال ابطباقاسصصتخدام  طريقةCandida  وخمائر أخرى مثل

neoformans Cryptococcus   

 على إنتال إنزيم الفوسفولايبيز fumigatus Aspergillusلفطرقدرة ا Birch et al.(1996)ولاحظ

سصصصصصان % م  امصصصصصصابات المرضصصصصصية للإن 90الخام ويعد الفطر م  المسصصصصصببات المرضصصصصصية المسصصصصص ولة ع  أكثر م  

 الحضصص  ( سصصاعات م 5)  درجة مئوية بعد37والحيوانات لقدرتلا على إنتال إنزيم الفوسصصفولايبيز في درجة حرارة 

الناتجة م  تحلل الدهون المفسفرة و م  هذد    ةوبعد استخلاص المتكون وتحليله لوحظ العديد م  ابيونات الموجب

    Dو  1A,2A,B  ,Cأنواعه إن الفطر ينتج امنزيم ب ونابيونات استنتج الباحث

م  اكثر ابجناس الفطرية تأثيرا م  الناحية ألامراضصصية للإنسصصان والحيوان و يضصصم هذا  Aspergillusيعد الجنس 

يتواجد هذا النوع في  اللواء والتربة والمواد العضصصوية  Aspergillus nigerنوع م  بينلا  185الجنس اكثر م  

ومقسصصصصصصمة وتحوي انوية متعددة ويتكاثر متفرعة التي تكون  Hyphaeية وينمو بشصصصصصصكل خيوط فطر المتفسصصصصصصخة

A.niger   لاجنسصصصيا بالابواSpores ويسصصصب  العديد م  ابمراض منلا أمراض الجلاز التنفسصصصيaspergillosis 

Pulmonary  التي تشصصصصمل التلات الرئتي  والجيوت ابنفية والتلات ابنسصصصصجة المبطنة لةنع نتيجة لاسصصصصتنشصصصصاق

  Allergy((Moor et al.2000وا  كما يعد م  مسببات حالات الحساسية الاب

 المواد و طرائا العمل  

 المواد الحيوانات المختبرية 

والتي تم  Balb/cسصصلالة  .Mus musculus L  البيضصصاء ةالفئران المختبرية ذكور اسصصتخدمه في الدراسصصة الحالي

جامعة ـصصصص كلية التربية ـصصصص لبيه الحيواني التابع لقسم علوم الحياة م  جامعة البصرة وتم تربيتلا في ا صو  عليلاالح

 12 ساعة ضوء 12درجة مئوية وإضاءة ) (25ـصصصـصصص  20ذي قار , وتحه الظروا المثالية والمتمثلة بدرجة حرارة )

 ساعة ظلام ( منتظمتي  طيلة أيام التجربة 

سم والمصنعة م   ( 26×  20×  13أبعادها )   ةمعدنية مشبك ةذات أغطي ةوزعه الحيوانات في أقفاص بلاستيكي

واستعمله نشارة  العراق ـصصصصصصصـصصصصصصص بغداد   Iraqi Biotechnology Companyالعراقية للتقنيات الحياتية شركةأل

 adبصصصصورة حرة  ةتبديللا أسصصصبوعيا وتزويد الحيوانات بالماء والعليق ابقفاص مع مراعاة الخشصصص  لفرر أرضصصصية

libitum (Terry et al.,1996)   

 

 طرائا العمل 

  العزلة الفطرية   

/ محافظة  الجلدية في مستشفى الرفاعي العام ةتم الحصو  على العزلات الفطرية السريرية م  العيادة الاستشاري

مصابي  بالتلات جلدي مرضى ذكور وإناث ) بأعمار مختلفة ( م   ( عزلة فطرية 15ذي قار / العراق   حيث جمعه )

  

 

 يل العزلات الفطرية  تنمية وتنش  
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  (SDA                     لغرض تنشصصصصصصيل نمو هصصذد العزلات مختبريصصا   نميصصه على الوسصصصصصصل الزرعي الصصصصصصصلصص 

Sabaurauds Dextrose Agar )  ( 10غرام / لتر ( و ببتون            )  30والمحضر م  كلوكوز ) غرام /لتر

بعد تعقيم الوسصصصصل بالموصصصصصدة بدرجة غرام / لتر (    20)   كارمسصصصصحوق الاغرام /لتر ( و 10)   وخلاصصصصصة الخميرة

ة, في أطباق بتري معقم الزرعي دقيقة, ثم ص  الوسل 20ولمدة  2انج باوند/ 15وضغل  درجة مئوية 121حرارة 

 Birch etسصصاعة ) 72درجة مئوية ولمدة  37بدرجة  ةابصصصلية وحضصصنه ابطباق في الحاضصصن ةزرعه العين بعدها

al.,1996)  

 الكشع ع  إنزيم الفوسفولايبيز 

وكما  Price et al.     (1982 )اسصتخدام طريقة بكشصع ع  إنزيم الفوسصفولايبيز في الوسصل الزرعي الصصل  تم أل

  -يأتي:

 NaCl( مولاري م  كلوريد الصوديوم 1غرام م  الاكار المغذي إلى لتر م  الماء المقطر ثم أضيع ) (20) أضيع

لكي   والمعزو  م  البيض الطازل % م  مح البيض المعقم8مع  2CaClوريد الكالسصصيوم ( مولاري م  كل0.05و)

 في الكشع ع  إنزيم الفوسفولايبيز  Substrateيستخدم بوصفه مادة خاضعة 

لمدة ساعة واحدة درجة مئوية  40وجفع في الفرن بدرجة حرارة  ةمعقم ةعز  مح البيض ع  إلالبومي  في حاوي

المركزي  النبذجافة وثم مزل مع الماء المقطر المعقم بوسصصصصصصاطة الخلاط ثم اجري للا فصصصصصصصل بجلاز , أخذت المادة ال

وخففه بالماء المقطر المعقم ثم  Supernatant, أخذت المادة الطافية  ة( دقيق15( ولمدة )ةدورة/ دقيق 3000)

يجع في ظروا معقمة ثم تم وترك ل ةص  الوسل في أطباق معقم  pH  =7أضيفه إلى الوسل الزرعي المعقم في

قطرد  ( باستعما  ثاق  فليني ) 1  1  2  2ة الفقر التي تم تنميتلا على الوسل الزرعي الصل  ) ةاخذ جزء م  العزل

 72درجة مئوية لمدة  37( ووضصصصصع في منتصصصصصع الطبا ثم وضصصصصع الطبا في الحاضصصصصنة عند درجة حرارة  يمترمل 5

 ساعة  

 

 على إنزيم الفوسفولايبيز  الحصو  على المستخلص الحاوي

م  كلوكوز  Memon et al.(1983)تمه تنمية الفطر على الوسصصصصل الزرعي  السصصصصائل والمحضصصصصر حسصصصص  طريقة 

ملغرام O2.7H4MgSO  (130غرام /لتر ( و  1.7)  4PO2KHغرام /لتر( و  1غرام /لتر ( و مثيوني  )  16.5)

)  O2.4H4MnSOغرام /لتر( و 2.5)                            O2.6H3FeCLو  ملغرام /لترKCl  (340 )لتر( و/

وبعد تعقيم الوسصصصصصصل ملغرام / لتر Vitamin H(  (6  )(غرام/لتر( و بايوتي  4.5)  4HPO2Naغرام/لتر( و  2.5

ثم أضصصصيع  خلية / مليلتر( 6 10×  5الذي يحتوي على كونيدات الفطر بتركيز)الفطرية  ةأضصصصيع جزء م  المسصصصتعمر

درجة  37  محلو  اللسيثي  كمادة أساس إلى الوسل الزرعي المحضر و حض  الوسل في درجة حرارة مل م (5)

( أيام   بعدها رشصصصصصصحه محتويات الدورق الحاوي على الفطر النامي بواسصصصصصصطة ورق الترشصصصصصصيح نوع 7مئوية لمدة )

Millipore filter paper  زيم الفوسفولايبيز وحفظ واخذ الراشح الذي يحتوي على إنمايكروميتر(   0.45)حجم

 ( درجة مئوية لحي  استخدامه في إجراء التجارت اللاحقة أو اختبار الفعالية   20 -) في درجة حرارة

 

 اختبـــــار فعاليـــــــــة امنزيـــــــــــــم 

 استخلاص اللسيثي  م  مح البيض 
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م تبخير المذي  م  المسصصصصصتخلص والذي على اسصصصصصتخلاص الدهون بواسصصصصصطة مذي  دهني وم  ث ةتعتمد هذد الطريق

تنفصصصصل عنه الدهون المفسصصصفرة )اللسصصصيثي ( يترسصصص  بابسصصصيتون بينما تبقى الكليسصصصريدات والكولسصصصترو  ذائبة في 

 ابسيتون 

ايثر , يخلل المزيج  يلتر( مل25( مليلتر م  الايثانو  و)50يفصل مح البيض بواسطة ماصة معقمة ثم يضاا إليه )

بعد ذلك منه لمح البيض ,  ةا ثم يرشح المزيج وي خذ الراشح الذي تم استخلاص الدهون المكونئاويترك لبضعة دق

( مليلتر م  الايثر   يضصصاا محلو  10في ) ويذوت المتبقي ع  التجفيعبخر الراشصصح لدرجة الجفاا في حمام مائي 

ملاحظة تكون راس  ابيض هو اللسيثي   معو ة( مليلتر م  ابسيتون مع الخلل المستمر أثناء الاضاف30الايثر إلى )

 ( 1982يرشح الخليل ويجمع المتبقي على ورقة الترشيح وهو اللسيثي  الذي يكون بشكل لزل )الظاهر وآخرون ,

 

 اختبار الامتصاصية 

 في تحلل الدهون المفسصصصصصصفرة  لفحص فعالية إنزيم الفوسصصصصصصفولايبيز Sharon et al.(1996)اسصصصصصصتخدمه طريقة 

 مليلتر م  المسصصصتخلص الحاوي على إنزيم الفوسصصصفولايبيز و (0.1حيث تم اخذ ) المطياا الضصصصوئيزباسصصصتخدام جلا

سصصصترات ملح ( مليلتر م  المحلو  المنظم )2وأضصصصيع أليلا )مليغرام(  0.1س )اللسصصصيثي ( )مفاعلته مع المادة ابسصصصا

درجة مئوية ثم قيسصصصه  73حضصصص  المزيج لمدة سصصصاعة بدرجة حرارة  مولاري ( 0.1وحامض السصصصتريكالصصصصوديوم 

 )اللسيثي  والمحلو  المنظم (  Controlبالمقارنة مع مزيج السيطرة نانومتر  590الامتصاصية عند طو  موجي 

     Enzyme assayحص امنزيم ف

 -( لتقدير نشاط إنزيم الفوسفولايبيز و كابتي:1996).Sharon et alاستخدمه طريقة 

 (pH =6.7) م  المحلو  المنظم   يلتر( مل0.1الحاوي على امنزيم ويذات في )( مليلتر م  المستخلص 0.1ي خذ )

 37( دقيقة بدرجة حرارة 30%( ) وزن / حجم (  حضصص  المزيج لمدة )1م  محلو  اللسصصيثي  ) يلتر( مل2.5)   مع 

:حجم( استخلصه ( )حجم1:2م  محلو  كلوروفورم : ميثانو  ) يلترمل (1درجة مئوية , ثم أوقع التفاعل بواسطة )

 -التي تتلخص بالآتي : Bligh& Dyer(1959) نواتج التفاعل بطريقة 

( )حجم:حجم( ثم حرك المزيج في قمع 1:2ميثصصانو ) : م  خليل كلوروفورم يلتر( مل3.75يضصصصصصصصاا إلى المزيج )

( 1.25)( مل م  الكلوروفورم مع التحريك دقيقة واحدة ثم أضصصصصصيع 1.25( دقيقة ,أضصصصصصيع )15-10الفصصصصصصل لمدة )

دورة/دقيقة ( ولمدة 3000 (ماء مقطر مع التحريك لدقيقة أخرى   ثم وضصصصصع المزيج في جلاز النبذ المركزي  يلترمل

معقمة , ثم بخر المزيج قليلا في حمام مائي  حاوية( دقيقة   اهمله الطبقة العليا وجمعه الطبقة السصصصصصصفلى في 15)

لة م لدهني المتبقي في كمية قلي ثانو  )وذوت المسصصصصصصتخلص ا يل 1:2  كلوروفورم : مي (  بحيث يكون جاهز للتحل

وباستخدام  TLC (Thin Layer Chromatography)لمعرفة ابحماض الدهنية المتحررة   استخدمه تقنية 

 -المذي  المتكون م  :

 

 كلوروفورم : أسيتون : ميثانو  : حامض الخليك : ماء مقطر

15 ml  :  30 ml  :  30 ml  :  120 ml  :   90 ml   

قياسصصصية للترحيل تحه نفس الظروا للمقارنة واسصصصتخدم صصصصبغة اليود  ةبعد ترحيل النواتج اسصصصتخدمه أحماض دهني

 (Banno et al., 1985لتوضيح نواتج التفاعل  )
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 A.nigerتحضير معلا الفطر 

مليلتر ( ماء مقطر  100مليمتر ( وتوضع في )  5ي خذ جزء م  المستعمرة الفطرية باستعما  ثاق  فليني قطرد ) 

 -بو  / مليلتر ( ويتم حسات عدد الابوا  كالآتي : 6 10×  5معقم ليتم الحصو  على التركيز) 

ت خصصصذ قطرد م  المحلو  ) المصصصاء المقطر المعقم ت المسصصصصصصتعمرة الفطريصصصة ( وتوضصصصصصصع على سصصصصصصلايصصصد العصصصد 

Haemocytometer  ت خذ بشكل عشوائي ضم  المربع ويتم حسات الابوا  الموجودة في عشر مربعات وسطية

وحسصص  القانون التالي  Sharon et al.,1996))الوسصصطي الكبير )يفضصصل أن ت خذ المربعات العشصصر بشصصكل قطري ( 

:- 

 

 

 عدد الابوا  المحسوبة                    التركيز                                          

 ــ   =   ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 مايكرولتر 1000                                   0.004

 

 حجم المربع الوسطي مقاس بـ ) مايكروميتر (    0.004

 مليلتر    1مايكرولتر =   1000

 

 

 ية في بعض معايير المصورة الدمو A.nigerتأثير إنزيم الفوسفولايبيز ومعلا الفطر 

غم و قسصصصمه  (30-25( أسصصصبوع ووزن  )10-8بعمر) م  ذكور الفئران المختبرية( 120اسصصصتخدم في هذد التجربة )

 -إلى تجربتي  وكما يلي :

التجربة ألاولى )التي حقنه فيلا الحيوانات بالمسصصصتخلص الحاوي على امنزيم والذي تم الحصصصصو  عليه   -1

 (  التجربة  وكان الحق  يومي طيلة فترة A.nigerم  الفطر

وكان الحق  في اليوم ابو  للتجربة  A.niger)التي حقنه فيلا الحيوانات بمعلا الفطر  ةالثاني التجربة -2

  فقل ( 

 ةثلاثوكل مرحلة تشصصصصصمل  يوم (14)أيام وابخرى لمدة  (7)إلى مرحلتي  ابولى لمدة  تجربة قسصصصصصمه حيوانات كلو

 -: يليوكما  حيوانات( 10مجاميع ) كل مجموعة تضم 

 NaCl( / تم حق  الحيوانات بالمحلو  الفسصصيولوجي Controlابولى )مجموعة السصصيطرة  ةالمجموع -1

  ( حيوان يلتر/مل /1 0)%( بمقدار 9 0)

الثانية / تم حق  الحيوانات بالمسصصصتخلص الحاوي على امنزيم والذي تم الحصصصصو  عليه  م   ةالمجموع -2

   ( حيوان يلتر/مل /0.1بمقدار)حس  نوع التجربة  A.nigerأو بمعلا الفطر  A.nigerالفطر 
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عليه م  الثالثة / تم حق  الحيوانات بالمسصصصصتخلص الحاوي على امنزيم والذي تم الحصصصصصو   ةالمجموع -3

   (حيوان يلتر/مل /0.2)حس  نوع التجربة بمقدار  A.nigerأو بمعلا الفطر  A.nigerالفطر 

وتشصصصريحلا  وتم حفظ الدم في  الايثريوان مباشصصصرة بعد تخديرها بمادة تم في هذد التجربة سصصصح  الدم م  قل  كل ح

 -وم  ثم إجراء القياسات الدموية , والتي تشمل: EDTAأنابي  مزودة بمادة مانعه للتخثر 

 

  Red Blood Cells Count(R. B. C.)حسات عدد كريات الدم الحمراء

–هايم  )محلو  ومحلو  التخفيع Haemocytometerاسصصصصصصتخدم في هذد التجربة جلاز عد كريات الدم الحمراء 

Haym’s fluid)  المكون حسصصصصص  طريقةLewis et al.(2001)  ( و   30م  سصصصصصترات الصصصصصصوديوم ) غرام /لتر

الذي يعطي بريقا لكريات الدم الحمراء في حقل المجلر الضصصوئي   وتم حسصصات مل / لتر ( و 10محلو  الفورمالي  ) 

جلاز عد كريات  للمربع الوسطي الكبير م  شريحة الطرفية والمربع الوسطي( ةابربعالكريات في خمسة مربعات )

 -الدم حس  المعادلة الآتية :

  

 

 4 10× ة دم(=عدد الكريات في المربعات الخمس 3ملم /ة كري عدد كريات الدم الحمراء )

 

 

  Packet Cell Volume(P.C.V.)قياس حجم الدم المضغوط 

في هذد التجربة    تم فصل الدم في ابنابي  الشعرية  Microhaematocriteتوكريه الدقيا استخدم جلاز الليما

 16500بسصصرعة )  Haematocrite centrifugeالمركزي الخاص ز النبذعلى الليباري  بواسصصطة جلا ةالمحتوي

  Haematocrite read( دقائا وحسصصات حجم الدم المضصصغوط باسصصتخدام مسصصطرة خاصصصة 5ولمدة ) دورة/دقيقة(

(Baker & Sliverton ,1976)   

 

                                      (Hb)قياس نسبة الليموكلوبي    

بوصصصصصع إن الليموكلوبي  يمثل  (3.3) تم تقدير كمية الليموكلوبي  وذلك بقسصصصصمة حجم خلايا الدم المضصصصصغوط على 

   (WHO , 1989)حجم كرية الدم الحمراء  1/3

  White Blood Cell count(W.B.C.)دم البيضاء حسات كريات ال

-تركي )محلو ومحلو  التخفيع Haemocytometerاسصصصصصصتخدم في هذد التجربة جلاز عد كريات الدم الحمراء 

Turkey’s solution)  مل/ لتر ( و صصصصبغة 15) والمكون م  حامض الخليك الثلجيGention  (10  )غرام /لتر

(, يحسصصص  عدد كريات Lewis et al.,2001الكبيرة الطرفية ) ةالمربعات ابربع   وتم حسصصصات الكريات البيضصصصاء في

 -الآتية : ةالدم البيضاء في المليمتر المكع  الواحد م  الدم حس  المعادل
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 50×  دم( =عدد الكريات في المربعات ابربعة 3 / ملم ةعدد كريات الدم البيضاء )كري

 

 

 التحليل الاحصائي

  p<0.01وتحه مسصصتوى احتما   ANOVA-Iالاحادي  باسصصتخدام اختبار تحليل التباي  Spssمج تم اسصصتخدام برنا

  

 

   Resultالنتائج             

 -العزلة الفطرية : 

بعد تنمية العزلات التي تم جمعلا أخذت العزلة ابكثر إنتاجا   للإنزيم ولوحظ أن المسصصصصصصتعمرات الفطرية النامية على 

صل سوداء  (SDA)   الوسل الزرعي ال سرعان ما تصبح المستعمرات  تكون بيضاء اللون في بداية النمو و لك  

 Aspergillusاللون مع تقدم عمر المستعمرة  وتم تشخيص العزلة الفطرية النامية بأنلا مستعمرات عائدد للفطر 

niger  (-1-)صورة 

 

 

  -الكشع ابولي ع  إنزيم الفوسفولايبيز :

على إفراز إنزيم الفوسصصفولايبيز باسصصتخدام مح البيض كمادة خاضصصعة    A. nigerبلية العزلة(  قا2توضصصح الصصصورة)

حو  المسصصتعمرة الفطرية النامية والتي   Clear zoneفي الوسصصل الزرعي الصصصل  م  خلا  تكوي  منطقة شصصفافة 

  (Vidotto et al .,1998)تد  على إفراز ابنزيم 

 

 يبيز  الكشع ع  فعالية إنزيم الفوسفولا

 اختبار الامتصاصية 

تم اختبار فعالية  إنزيم الفوسفولايبيز في تحلل الدهون المفسفرة باستخدام اللسيثي                      ) المستخلص 

  وكانه الامتصصصاصصصية المطياا الضصصوئيم  مح البيض ( كمادة خاضصصعة وذلك بقياس الامتصصصاصصصية باسصصتخدام جلاز 

 -كآلاتي :

 نانومتر  590الامتصاصية بطو  موجي  ر أنابي  الاختبا

 ابنبوت ابو 

 ) المحلو  المنظم ت اللسيثي  (
1.45 

 ابنبوت الثاني

 ) المحلو  المنظم ت اللسيثي  ت امنزيم (
0.69 
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 ابنبوت الثالث

 ) مستخلص إنزيم الفوسفولايبيز (
0.11 

 

 اختبار الفصل بكروماتوكرافيا بالطبقة الرقيقة  

باستخدام  (TLC)عالية إنزيم الفوسفولايبيز المستخلص باستخدام تقنية كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة تم فحص ف

 TLCوبعد إجراء تقنية  Bligh&Dyer(1959)اللسصصصيثي  كمادة خاضصصصعة للتفاعل و اسصصصتخلاص النواتج بطريقة 

) عامل الاعاقة ( للمادة             fRللمادة المسصصصصصصتخلصصصصصصصة و مقارنتلا مع أحماض دهنية قياسصصصصصصية  ظلر إن قيمة 

 ( - 3 –  )صورة    Palmatic acidالمستخلصة مقاربة إلى القيمة نفسلا للحامض الدهني 

 

 

 

 

 

 

 

                        - a-                                   - b - 

 (SDA)  في الوسل الزرعي الصل A.nigerــ المستعمرات النامية للفطر  1صورة ــ 

a-              المستعمراتb-  حامل الكونيدة 

 

 



 2009لسنة       1العدد      14ـرفة   المجلد مـجلة القـادسية للعلوم الص

 

200 

 

 باستخدام الوسل الخاص   A. nigerــ الفعالية امنزيمية للفطر  2صورة ــ 

 بأنزيم الفوسفولايبيز

 

 

 

 لةنزيم المنقى بعد معاملته مع اللسيثي  و استخلاص (TLC)ــ تقنية كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة   3صورة ــ 

 النواتج 

 Stearic  acid   = 0.82 fRاليمي  ـــ حامض الستيارك  

   Palmatic acid   =0.77 fRالوسل ـــ حامض البالمتك  

 Sample  = 0.75 fRاليسار ـــ العينة 

 

ة لذكورالفئران الدمويفي بعض معايير المصصصصصصورة  A.nigerتأثير إنزيم الفوسصصصصصفولايبيز المسصصصصصتخلص م  الفطر   

 ةالمختبري

 -ابولى : ةالمرحل

ي لدراسصصصصصصصة الحال تائج ا لدموية المصصصصصصصورة لمعايير  انخفاض معنوي ةأظلرت ن و  Hbو  .P.C.Vو  .R.B.C) ا

W.B.C. )  ( مليلتر م  مستخلص الحاوي على  0.2و  0.1بـصصصصصص) لحيوانات المجموعتي  الثانية و الثالثة المعاملتي

 (P<0.01)ابولى )السصصيطرة(عند مسصصتوى الاحتما   ةعند مقارنتلا مع المجموععلى التوالي  إنزيم الفوسصصفولايبيز

  وأظلرت النتائج  ةالتي حصصصصل فيلا انخفاض دون مسصصصتوى المعنوي ةالثاني ةماعدا عدد كريات الدم الحمر للمجموع

الثة عند الث ةلمجموع( ل .W.B.Cو  Hbو  .P.C.Vو  .R.B.C)    ةالدمويالمصورة حصو  انخفاض في معايير 

  (-1–)جدو  عند مستوى الاحتما  أعلاد ,  ةوكان الانخفاض دون مستوى المعنوي ةالثاني ةمقارنتلا مع المجموع
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لذكور  ةالدموي المصورة معاييربعض  في A.nigerالمستخلص م  الفطر تأثير إنزيم الفوسفولايبيز  (1)جدو  

   ابولى ( ة) المرحل ةالفئران المختبري

 اميع الاختبار مج

 المصورة الدموية

عدد كريات الدم 

 الحمر

  3ملم / 6 10×

حجم الدم 

 المضغوط 

% 

تركيز 

 الليموكلوبي 

% 

عدد كريات الدم 

 البيض

 3/ ملم 3 10×

 )السيطرة(ىابولةالمجموع

 حيوان/يوم/NaClمل 0.1

6.350 

0.21 ± 

38.0 

0.51 ± 

12.6 

0.33 ± 

4.720 

0.05 ± 

 ةالثاني ةالمجموع

  حيوان/يوم/PL.Eمل 0.1

5.507 

0.16 ± 

34.6* 

0.77 ± 

11.5* 

0.27 ± 

*3.445 

0.09 ± 

 الثالثة ةالمجموع

 يومحيوان//PL.Eمل 0.2

*4.636 

0.49 ± 

*33.5 

0.65 ± 

*11.0 

0.23 ± 

*3.01 

0.10 ± 

 

 في كل مجموعة ( 10الخطأ القياسي ) عدد الحيوانات  ±القيم تمثل المعد  

 مجموعة السيطرة  ع  (P<0.01)معنوي  اختلاا *

PL.E  المستخلص الحاوي على  إنزيم الفوسفولايبيز الذي تم الحصو  عليه م  الفطر/A.niger   

 

 -: ةالثاني ةالمرحل

 ةالدموي المصصصصصصورة نتائج التحليل امحصصصصصصائي التي أكدت حصصصصصصو  انخفاض معنوي في معايير (2)يوضصصصصصح جدو  

(R.B.C.  وP.C.V.  وHb  وW.B.C.  )عند مليلتر م  إنزيم الفوسفولايبيز (0.2)المعاملة بـصص الثالثة ةلمجموعل

الحاوي المستخلص مليلتر م   0.1بـصصصص    السيطرة و المجموعة الثانية المعاملةمجموعة مقارنتلا مع المجموعتي  )

معايير ) أظلرت النتائج حصصصصو  انخفاض معنوي للو (P<0.01)( عند مسصصصتوى الاحتما  على إنزيم الفوسصصصفولايبيز

R.B.C.  وW.B.C. أعلادمقارنة مع مجموعة السيطرة عند مستوى الاحتما   ةالثاني ة( للمجموع   
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لذكور  ة الدمويالمصورة في بعض معايير  A.nigerالمستخلص م  الفطر  تأثير إنزيم الفوسفولايبيز (2)جدو  

 ( ةالثاني ة)المرحل ةالفئران المختبري

  مجاميع الاختبار

 المصورة الدموية

عدد كريات الدم 

 الحمر

  3ملم / 6 10×

حجم الدم 

 المضغوط 

% 

تركيز 

 الليموكلوبي 

% 

عدد كريات الدم 

 البيض

 3/ ملم 3 10×

 )السيطرة(ىابولةالمجموع

 حيوان/يوم/NaClمل 0.1

6.050 

0.18 ± 

37.0 

0.61 ± 

12.0 

0.28 ± 

4.74 

0.09 ± 

 ةالثاني ةالمجموع

  وان/يومحي/PL.Eمل 0.1

*5.44 

0.12 ± 

36.0 

0.42 ± 

11.6 

0.22 ± 

*3.66 

0.06 ± 

 الثالثة ةالمجموع

 يومحيوان//PL.Eمل 0.2

3.68a* 

0.34 ± 

32.3a* 

0.53 ± 

10.0a* 

0.29 ± 

2.78a* 

0.10 ± 

 

 في كل مجموعة ( 10الخطأ القياسي ) عدد الحيوانات  ±القيم تمثل المعد  

 ة السيطرة مجموع ع  (P<0.01)معنوي  اختلاا *

a  اختلاا معنوي(P<0.01)   ع  المجموعة الثانية 

PL.E  المستخلص الحاوي على  إنزيم الفوسفولايبيز الذي تم الحصو  عليه م  الفطر/A.niger   

لدموي المصصصصصصصورة في بعض معايير المنتج منزيم الفوسصصصصصصفولايبيز  A.niger الفطر معلا تأثير لذكور الفئران ا ة 

 المختبرية

 -رحلة ابولى :الم  

و  Hbو  .P.C.Vو  .R.B.C) الدموية  المصصصصصصصورة في معايير انخفاض حصصصصصصصو  بينه نتائج الدراسصصصصصصة الحالية

W.B.C.) ( مليلتر م  معلا الفطر0.1المعاملة بـصصصصص) الثانية ةللمجموع A.niger كل م انخفاض  وكان (P.C.V. 

ضا  .W.B.Cو  سيطرة عن ةمقارنة مع مجموعمعنويا  ( انخفا   كما لوحظ حصو   (P<0.01)د مستوى الاحتما  ال

 الثالثة ةللمجموع (.W.B.Cو  Hbو  .P.C.Vو  .R.B.C)      ةالدموي المصصصصصصصورة انخفاض معنوي في معايير
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السيطرة وانخفاض معنوي لعدد كريات الدم  ةمقارنة مع مجموع A.niger ( مليلتر م  معلا الفطر0.2المعاملة بـصص)

 (  -3–أعلاد , )جدو  ثة مقارنة مع المجموعة الثانية عند مستوى الاحتما  البيض للمجموعة الثال

 

 

 

 

 

 

 

 

لذكور  ة الدمويالمصورة معايير بعض المنتج منزيم الفوسفولايبيز في  A.nigerالفطر معلاتأثير  (3)جدو  

 )المرحلة ابولى ( ةالفئران المختبري

 مجاميع الاختبار 

 ةالدموي ةالمصور

الدم  عدد كريات

 الحمر

  3ملم / 6 10×

حجم الدم 

 المضغوط 

% 

تركيز 

 الليموكلوبي 

% 

عدد كريات الدم 

 البيض

 3/ ملم 3 10×

 )السيطرة(ىابولةالمجموع

 حيوان /NaClمل 0.1

6.35 

0.25 ±  

38.0 

0.90 ± 

12.3 

0.39 ± 

4.73 

0.08 ± 

 ةالثاني ةالمجموع

 حيوان /مل معلا الفطر 0.1

5.31 

0.15 ± 

*34.0 

0.56 ± 

11.0 

0.39 ± 

*3.50 

0.07 ± 

 الثالثة ةالمجموع

 حيوان /مل معلا الفطر 0.2

*4.62 

0.51 ± 

*32.0 

0.53 ± 

*10.3 

0.21 ± 

2.71a* 

0.06 ± 

 

 في كل مجموعة ( 10الخطأ القياسي ) عدد الحيوانات  ±القيم تمثل المعد  

 مجموعة السيطرة  ع  (P<0.01)معنوي  اختلاا *

a  اختلاا معنوي(P<0.01)   ع  المجموعة الثانية 

 

 -المرحلة الثانية :  

المعاملتي  و الثالثة  ة( للمجموعتي  الثاني.W.B.Cو  .R.B.Cحصصصصصصصو  انخفاض معنوي في ) (4)يوضصصصصصصح جدو 

عند مستوى الاحتما   ةالسيطر ةمع مجموع ةمقارن على التوالي A.niger( مليلتر م  معلا الفطر 0.2و 0.1بـصصصصصصص)

(P<0.01)  دون مسصصصصتوى المعنوية  حصصصصصو  انخفاض حظلوكما(P<0.01) (فيP.C.V.  وHb  (  للمجموعتي )

   المجموعتي  الثانية والثالثة  بي معنوية    ولا توجد فروقةالثانية و الثالثة ( مقارنة مع مجموعة السيطر
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لذكور  ة الدموي المصورة  عاييرمبعض في  المنتج منزيم الفوسفولايبيز A.nigerالفطر معلا  تأثير (4)جدو  

 ()المرحلة الثانية  ةالفئران المختبري

 في كل مجموعة ( 10طأ القياسي ) عدد الحيوانات الخ ±القيم تمثل المعد  

 مجموعة السيطرة  ع  (P<0.01)معنوي  اختلاا *

 

 

  Discussionالمناقشة        

 الكشع ابولي ع  إنزيم الفوسفولايبيز على الوسل الزرعي الصل  

ية الفطر حاوي على مح البيض لوحظ تكون منطقة    A. nigerعند تنم فة حو   في الوسصصصصصصل الزرعي ال فا شصصصصصص

وتحلل اللسصصصيثي  و تحرر  A.nigerالمسصصصتعمرة الفطرية  و التي تد  على أفرز إنزيم الفوسصصصفولايبيز م  قبل الفطر 

 مجاميع الاختبار

 ةالمصورة الدموي

عدد كريات الدم 

 الحمر

  3ملم / 6 10×

حجم الدم 

 المضغوط 

% 

تركيز 

 الليموكلوبي 

% 

عدد كريات الدم 

 البيض

 3/ ملم 3 10×

 )السيطرة(ىابولةالمجموع

 حيوان/NaClمل 0.1

7.16 

0.32 ± 

39.0 

0.76 ± 

12.66 

0.47 ± 

4.76 

0.08 ± 

 ةالثاني ةالمجموع

 حيوان/مل معلا الفطر 0.1

*4.98 

0.54 ± 

38.0 

0.81 ± 

12.33 

0.31 ± 

*3.65 

0.08 ± 

 الثالثة ةالمجموع

 حيوان/مل معلا الفطر 0.2

*4.54 

0.35 ± 

37.0 

0.89 ± 

12.00 

0.31 ± 

*3.46 

0.09 ± 
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على إنتال إنزيم الفوسفولايبيز  A.nigerابحماض الدهنية وهذد النتيجة تتفا مع دراسات سابقة  حو  قدرة الفطر 

 (   ;Koul et al.,1998 Birch et al.,1996 )باستخدام اللسيثي  كمادة خاضعة للتفاعل 

 

 الكشع ع  فعالية إنزيم الفوسفولايبيز 

أظلرت نتائج اختبار الامتصصصاصصصية باسصصتخدام جلاز مطياا الامتصصصاص الضصصوئي انخفاض قيمة الامتصصصاصصصية  عند 

  , وهذا يد  على تحلل مفاعلة إنزيم الفوسصصفولايبيز مع مادة اللسصصيثي  مقارنة مع قيمة الامتصصصاصصصية لمادة اللسصصيثي

   (John , 2001)مادة اللسيثي  عند مفاعلتلا مع إنزيم الفوسفولايبيز وحس  قانون ببر لامبرت للامتصاصية 

مقاربا لتلك الخاصصصصة  fRللمواد الناتجه ع  التفاعل حيث تم الحصصصصو  على بقعة للل  TLCوهذا ما يدعمه تطبيا 

 ( 2005)عودة,بالحامض الدهني البالمتيك  

 

المنتج له في بعض معايير المصصصصصصورة   A.nigerتأثير المسصصصصصتخلص الحاوي على إنزيم الفوسصصصصصفولايبيز و الفطر  

 الدموية لذكور الفئران المختبرية

في بعض معايير المصصصصصصصورة الدموية  A.nigerبينه نتائج دراسصصصصصصة تأثير إنزيم الفوسصصصصصصفولايبيز والفطر المنتج له 

و  Hbو  .P.C.Vو  .R.B.C  انخفاض معنوي في معايير المصصصصصورة الدموية   ) حصصصصصو لذكورالفئران المختبرية

W.B.C.  لذكور الفئران المختبرية المعاملة بمسصصصتخلص إنزيم الفوسصصصفولايبيز الذي تم الحصصصصو  عليه  م  الفطر )

A.niger  وكذلك في  ذكور الفئران المختبرية المعاملة بمعلا الفطرA.niger   السصصصصصصيطرة   مقارنة مع مجموعة

على الخلايا الدموية بصصصصصورة مباشصصصصرة ع   A.nigerويعود هذا الانخفاض إلى تأثير إنزيم الفوسصصصصفولايبيز و الفطر 

طريا تحلل أغشية الخلايا الدموية , أو بصورة غير مباشرة ع  طريا التأثير على إنتال اللرمونات المس ولة ع  

   (Vishwanath et al., 1996)إنتال  الخلايا الدموية 

إن الخلايا الدموية كبقية الخلايا الجسصصصمية ابخرى تحاط بأغشصصصية  بلازمية ذات نسصصصبة عالية م  الدهون المفسصصصفرة 

(Michael,2005) وتعتبر الدهون المفسفرة النسيج اللدا لفعالية إنزيم الفوسفولايبيز فقد أشارFourcade et 

al.(1995) ن زيصصصادة مسصصصصصصصتوى المركصصص  اLysophosphotidyl acid (LPA)   يعود إلى تحلصصصل المركصصص

Phosphotidylinosetol(PI)  المتواجد على أسصصصصصصطح كريات الدم الحمر كجزء م  الدهون المفسصصصصصصفرة المكونة

في حالات الالتلابات الحادة الناتجة ع  زيادة تركيز الفوسصصصصفولايبيز  (LPA)لةغشصصصصية , ويزداد مسصصصصتوى  المرك  

المواد عبر ابغشية للخلايا الدموية مسببا انتفاخ الخلايا الدموية وم  ثم انفجارها  ويعمل هذا المرك  بمخلا  عبور

(Nikole et al.,2006 )   

 

( بتأثير إنزيم  Neutrophilsتحلل أغشية  كريات  الدم البيض ) العدلـصصصصـصصصصـصصصصـصصصصـصصصصـصصصصه  Walsh et al.(1983)لاحظ 

لي تحطملا حيث يعمل إنزيم الفوسصصصفولايبيز على تحرر الفوسصصصفولايبيز و الذي يسصصصب  خللا  في نظام أغشصصصيتلا وبالتا

م  دهون أغشصصصصصصية  كريات  الدم  البيض  كاسصصصصصصتجابة لمختلع  Arachedonic acid(AA)حامض الاراكيدونك 

 Billah&Lapetina (1982)                                   كما لاحظ(Duane&Waite,1992)أنواع الالتلابات 

بغشية   Phosphotidylinosetol(PI)أن منزيم الفوسفولايبيز القدرة على تحلل مرك   Bills et al.(1976)و

   Lysophosphotidylinosetolالصفيحات الدموية وتكوي  مرك  
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على اللرمونات المسصصص ولة ع  إنتال A.nigerأما السصصصب  غيرا لمباشصصصر فيتمثل بتأثير إنزيم الفوسصصصفولايبيز والفطر

المتمثلة بلرمون الاريثروبويتي  م  الكلية والذي يعد المحفز الاسصصصصصاس لانتال كريات الدم فقد أكد الخلايا الدموية و 

Zaidi et al.(1978)    إن منزيم الفوسصفولايبيز تأثيرا  على الكلية يتمثل بتحلل أغشصية المايتوكوندريا مسصببا نقصصا

 في الوظائع الكلوية   

 

يا الدموية يحدث تحه تأثير تحفيز عامل الاريثروبويتي  الذي يفرز م  الكلية أن إنتال الخلا (2000)كما بي  فطاير 

Renal Erythropoitin Factor (R.E.F.)  ويرتبل مع مصصصادة الكلوبيولي  التي تفرز م  الكبصصصد ليكون

Erythropoitin Stimulating Factor (E.S.F.)  والذي يحمله الدم إلى نخاع العظم ويحفز خلايا السصصصصصصصاق

إنتال الكريات الدموية وان عجز وحدات العمل الكلوي ع  إفراز هذا اللرمون ي دي إلى حصصصصصصصو  فقر الدم  على

      Renal Anemiaالكلوي 
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Abstract 

 

The present study included the isolation and identification of phospholipase from 

Aspergillus niger , and then the study of the effect of phospholipase and the fungus 

which it produced (Aspergillus niger) on some blood parameters of male mice. 

A.niger was isolated from patients with epidermal infection , and then growth on SDA 

media . The ability of fungus for product of phospholipase was examined by plate 

assay method under standard condition . The phospholipase was isolated after the 

growth of fungus on liquid media. The male mice were injected ( I. P. ) with 0.1 , 0.2 

ml / animal /day for 7 days (first stage) and 14 days (second stage) from phospholipase 

enzyme and then it’s effect on some blood parameters were recorded. Other groups 

of male mice were injected with 0.1 and 0.2 ml /animal  with suspension of A.niger 

spores for one time , then after 7 days (first stage) and 14 days (second stage) the some 

blood parameters were examined . 

         The results indicated that the phospholipase and suspension of A.niger spores 

caused a significant reduction in blood parameters ( R.B.C. , P.C.V. , Hb and 

W.B.C. ) of male mice .  
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