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  Vibrio choleraدراسة تأثير السمي لانزيم البروتييز المنقى من عزلة محمية لبكتريا 
 الحيوانات المختبرية في
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.   جامعة بغداد،حيائية لمدراسات العميا لامعهد الهندسة الوراثية والتقنية ا

 

الخلاصة  
، إذ أدى  Vibrio choleraأفادت الدراسة الحالية إلى التأثيرات السمية لإنزيـ البروتييز المنقى مف العزلة المحمية لبكتريا 

 ممغـ مف إنزيـ البروتييز المنقى في الوريد الاذني للأرانب إلى إزالة الشعر مف منطقة الحقف وحدوث تنخرات ونزؼ 0.250حقف 
فضلًا عف تأثيراتيا النسيجية في العضمة القمبية إذ أدت إلى تنخر وانتفاخ في العضمة القمبية وفقدانيا . دموي في موقع الحقف

لمتقسيمات العرضية وحدوث احتقاف دموي في الأوعية الدموية والشراييف، وكذلؾ حدوث تثخنات كبيرة في سمؾ جدراف الأوعية 
الدموية مع حدوث احتقاف دموي في أوعية نسيج رئة الفئراف ، فضلًا عف حدوث احتقاف توزيع عشوائي لمخلايا الكبدية حوؿ 

الأوعية الدموية وفقدانيا الشكؿ السداسي المركزي المنظـ وارتشاح سايتوبلازـ الخلايا الكبدية وتحببيا ووجود التثخنات البروتينية 
 .الخارج خموية تفصؿ مابيف الخلايا

 

المقدمة 
يعد مرض الكوليرا مف الإمراض الوبائية والمتوطنة في 

كثير مف دوؿ العالـ ولاسيما الدوؿ النامية ويعد جنس 
Vibrio اىـ الاجناس امراضية للانساف حيث تتصؼ 

البكتريا التابعة لو بكونيا عصيات قصيرة منحنية ومتحركة 
. (Tilton et al ., 1992)غير مكونة للابواغ والمحفظة 

فضلا عف ذلؾ يتميز ىذا الجنس بانتاجو لانزيـ الاوكسيديز 
(Oxidase)الذي يعد مف الصفات التشخيصية لمضمات .  

تصيب ىذه البكتريا الانساف وتسبب لو الالتيابات 
اؿ ػ والمصػحوبة باسػو(Gastroenteritis)المعوية  –المعدية

                                      ي البطػف وجػفاؼ حاد واحياناً حمىػيء والآـ ؼػي وتؽػائػـ
(Collee et al,1996; Forbes et al, 1998)   تفرز
بكتػريا الكػوليرا العػديد مف الانزيمػات الضرورية لاحػداث 

 الضػروري لاختػراؽ proteaseالمرض مثؿ انزيـ البروتييز 
الجػدار الخمػوي المبطف للأمعػاء الدقيقػة كما ويقػوـ بتنشػيط 

 Davis et al., 1980; Mims et) (CT)ذيفػاف الكوليرا 

al., 1998; Dalsgaard et al., 1998  . اشارDennis  
اف فعؿ انزيـ البروتييز ىو تحطيـ  (1982)وجماعتو 

Intestinal mucin والذي يساعد الضمات عمى اختراؽ 
  لتصؿ الى سطح mucous barrierالحاجز المخاطي 

الخلايا الطلائية المبطنة للامعاء وتمتصؽ بيا حاؿ الاصػابة 
 يساعد عمى تغذية (mucous)بالكوليرا، واف تحطيـ المخاط 

 Finklesteinفي حيف اكد . الضمات بعد اصابة الامعاء
اف انزيـ البروتييز ىو المسؤوؿ عف تماس  (1992)وجماعتو 

والتصاؽ وتجمع بكتريا الكوليرا عمى اسطح الخلايا الطلائية 
يمعب ىذا الانزيـ دوراً ميماً في امراضية . للامعاء الدقيقة

 proteolytic)بكتريا الكوليرا حيث يممؾ فعالية تحميمية 

activity)لكثير مف البروتينات منيا mucin  و 
fibronectin التي تغطي اسطح الخلايا الطلائية للامعاء  

، كما ويحدث تلازف Lactoferrinبالاضػافة لتحميمو لبروتيف
ؼ ػوظػائػػف اؿػػػد ـػوالتي تع    ( (Hemagglutinationدموي

                                        الاخػػػػرى التي يقوـ بيا البروتييز
(Barbara et al.,1983; Finklestein et al ,1983) .
تمتمؾ بكتريا الكوليرا العديد مف عوامؿ الضراوة التي 

تؤىميا للاصابة المعوية واحداث المرض ، منيا قابميتيا عمى 
الالتصاؽ بالخلايا الطلائية المبطنة للامعاء الدقيقة، وانتاجيا 

 Endotoxinsلمعديد مف الذيفانات منيا الذيفانات الداخمية 
 والتي تتضمف انواع عديدة Exotoxinsوالذيفانات الخارجية 

الحساسة لمحرارة  والمقاومة لمحرارة وكذلؾ الذيفانات المعوية 
المرتبطة بامراضية ىذه البكتريا ومف ىذه الذيفانات 

enterotoxin ،cytolysin ،cytotoxin وانزيمات عديدة 
 ,.Protease (Howard et al اىميا انزيـ البروتييز

1987; Baron et al .,1994)    اىميا الذيفانات
 المتمثمة بذيفاف الكوليرا  enterotoxinsالمعوية
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(Choleragen) Cholera toxin والذي يعد مف اىـ 
 و  cytotoxinعوامؿ ضػراوة بكتريا الكػوليرا، وكذلؾ ذيفانات

hemolysinكما .  ، اضػافة لانواع اخػرى مف الذيفانات
وتقوـ بكتريا الكوليرا بافراز العديد مف الانزيمات الضرورية 

لاحداث المرض مثؿ انزيـ البروتيز الذي يمعب دورا ميما في 
امراضية الضمات بعد اصابة واختراؽ الجدار الخموي المبطف 
للامعاء الدقيقة، اذ يممؾ فعالية تحميمية لكثير مف البروتينات 

 ، كما ويعد lactoferine وfibronectin و  mucineمنيا
 وعوامؿ تحفيزية لذيفانات الكػػػوليرا (Triggers)شرارة قدح 

(CT). 
 lethal)        يمتمؾ انػزيـ البروتييز فعػػالية مميتة

activity)اذ اشير .  فضلًا عف فعالية التحميمية الاخرى
Kellner and Robertson (1954)  الى سمية انزيـ 

  كمغـ بالانزيـ 3-2.5البروتييز مف خلاؿ حقف الارانب بوزف 
كمغـ وكانت نسبة اليلاكات في /  ممغـ20 و14 و5بتركيز 

عمى التوالي % 100، % 100، % 23الارانب المحقونة 
.   دقيقة24 ساعة و20 ساعة و92بعد مدة 

 ممغـ فػما 1.5اف انزيـ البروتييز مميت لمفئراف بتركيز 
 Khalilاشار .  (Kellner and Robertson, 1954)فوؽ

and Mansour, ( 1997 )    الى تأثػير انػزيـ البػروتييز 
 وتحديد Aeromonas hydrophilaالمػػػػفرز مػػػػف قػبؿ 

 تحت درجات حرارية مختمفة، اذ حقنت الاسماؾ  سميتة
  24بعد " بالانزيـ مباشرة مما ادى الى ىلاؾ الاسماؾ جميعا

في حيف ادى تعريض الانزيـ الى درجات . ساعة مف حقنيا
ـ ثػـ حقف الاسماؾ بو، ادى  (60،80،100)حرارية مختمفة 

 ساعة عمى 72بعد % (60،20،0)الى ىلاؾ الاسماؾ بنسبة 
 . التوالي

يؤدي السيريف بروتييز المنتج مف قبؿ البكتريا 
Streptococcus pyogenes عمى ىلاؾ الفئراف بعد حقنيا 

مع " منيا مقارنة% 90بو في الصفاؽ وكانت نسبة اليلاؾ 
 Ashbaugh).          (فاقدة لانتاج الانزيـ)العزلة الطافرة 

et al., 1998; Lukomski et al.,1998) اف الجرعة 
 لانزيـ السستيف بروتييز LD50المميتة لنصؼ العدد الكمي 

 مايكروغراـ لكؿ 0.3 بمػغت .Vibrio sppالمنتج مف قبؿ 
 ,Liu and Lee)                    ممغـ مف الروبياف

1999). 

درست التغيرات المرضية والنسيجية الناتجة مف تأثير 
 Kellnerالبروتييز المحقوف في الحيوانات المختبرية، اذ أكد 

and Robertson, (1954) حدوث علامات تنخر في 
عضمة القمب بشكؿ بؤري في الأرانب المحقونة بالبروتييز في 

في " الوريد الاذني، وكذلؾ أظيرت الفئراف وخنازير غينيا تنخرا
لما وجد في الأرانب، ولـ تظير ببقية " عضمة القمب مشابيا

وتميزت التنخرات بكونيا . الأعضاء أي تغيرات نسيجية اخرى
صغيرة ومنتشرة بشكؿ عشوائي، وظيرت الخلايا العضمية 

القمبية فاقدة لمخطوط العرضية ومنتفخة ومحببة 
(Granular) . بينما أشارBalebona et al , (1998) الى 

المحقوف  V.alginolyticus اف البروتييز المفرز مف بكتريا
تحت الجمد يعمؿ عمى استطالة الخلايا الجمدية وتمزقيا 

 نسيجية عديدة  مؤدية الى (Vesicles)محدثو حويصلات 
انسلاخ وموت النسيج، وحدوث نزؼ دموي موقعي وظيور 

اف ظيور . تقرحات جمدية في الأجزاء المحيطة بموقع الحقف
 وانسلاخ (Anorexia)أعراض نقص الأوكسجيف في الدـ 

خلايا الأمعاء وحركتيا في التجويؼ المعوي وانكماش وتنخر 
في خلايا الكبد والطحاؿ عند حقف البروتييز في العضمة 

(ramuscular) . وفيما يخص الأعراض الناشئة عف حقف
 ,.Miyoshi et alالبروتييز المعدني تحػت الجػمد فػقد أشػػػػار  

 الى حدوث نزؼ دموي تحت الجمد وتحطـ الأدمة (1998)
 دقيقة مف حقف خنازير 30والشعيرات الدموية تحت الجمد بعد 

.  V.vulnificusغينيا بالبروتييز المفرز مف قبؿ بكتريا 
-Ramos       عمى الدراسات السابقة أشار" فضلا

Costa and Rowley (2004) الى التغيرات السموكية 
مميمتر /  ممغـ2والنسيجية لسرطاف البحر بعد حقنيا بتركيز 

مف الدـ، اذ أدى الى زيادة عمميات الاستنشاؽ بسرعة متزايدة  
 دقيقة 30بعد الحقف مباشرة وانخفضت عممية الاستنشاؽ بعد 

وظيرت التغيرات السموكية لمكائف مثؿ انسحاب . مف الحقف
  الى الداخؿ، وتصمب وثبات (Eyestalks)مجسات العيف 

قروف الاستشعار وفشؿ الاستجابة لمتحفيزات الضوئية 
وازدادت التأثيرات المرضية مع استمرار الوقت . والميكانيكية

 ساعة 74 دقيقة وىمؾ بعد 60اذ فقد السرطاف الحركة بعد 
 0.4درس تأثير الجرعة المخففة مف البروتييز . مف الحقف

مميمتر الى ظيور الأعراض المرضية نفسيا ولكف / ممغـ
 دقيقة مف 100منيا بعد % 40اذ ىمؾ  ،"بشكؿ متباعد نسبيا
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اما فيما يخص التأثيرات الخموية والنسيجية فقد لوحظ  .الحقف
انخفاض واضح في أعداد الخلايا الدموية بعد الحقف مباشرة 

منيا فقط متحركة في الدورة الدموية % 4.8اذ تبقى حوالي 
 دقيقة مف الحقف والباقي متجمع بشكؿ تجمعات 90بعد 

دموية في الغلاصـ والخياشيـ والفسح الجانبية لمخياشيـ، 
وانطمار الخلايا الدموية في منطقة الدـ الميمفأوية 

Hemolymph))  عف ظيور حواجز بروتينية بيف " فضلا
 الغلاصـ وتحطـ انابيب الكبد البنكرياسي

(Hepatopancreas)عمى شدة الإصابة "  اعتمادا
(Vogan et al , 2001; Ramos-Costa and Rowley 

,2004) . 
 

طرائق العمل 
 العزلات البكترية 

تـ الحصوؿ عمى عزلات البكتريا مف الدراسة السابقة 
والمعزولة مف الاشخاص المصابيف بالاسياؿ المائي 

وشخصت اعتماداً عمى المصادر العممية المعتمدة  في 
 .الدراسة السابقة

 تنقية الانزيم 

نقي الانزيـ باستخداـ تقنيات التبادؿ الايوني والترشيح 
اليلامي اعتماداً عمى الدراسة السابقة وحدد نقاوة الانزيـ 

. باستخداـ الترحيؿ الكيربائي
 Phosphate bufferمحموؿ دارئ الفوسفات الممحي

saline) )pH 7.5 . 

 .عند الحقف استخدـ الدارئ لغرض تخفيؼ انزيـ

 العينات النسيجية

الخميفة )تـ تحضير الشرائح النسيجية  اعتماداً عمى 
(. 1987 والصالح،

تـ الحصوؿ عمى انزيـ البروتييز النقي مف االدراسة  
 .السابقة وتـ تحديد صفاتو الكيميوحيوية

 .تحديد الجرعة القاتمة لنصؼ عدد الحيوانات

تـ تحديد الفعالية السمية لانزيـ البروتيز النقى بتحديد 
 باستخداـ LD50الجرعة القاتمة لنصؼ عدد الحيونات 

الفئراف البيض وبواقع اربعة فئراف لكؿ مجموعة، أذ قسمت 
 0.5 ) الفئراف الى اربعة مجاميع لكؿ مجموعة جرعة محددة

مف الانزيـ النقى  (مميمتر / ممغـ0.065 و0.125 و0.25و
 0.5حقنت الفئراف بجرعة . بالاضافة الى مجموعة السيطرة

اما  مميميتر مف المحموؿ الانزيمي لتحديد الجرعة القاتمة،
. مجموعة السيطرة حقنت بدارئ الفوسفات

 
 :النتائج والمناقشة

 لانزيـ المنقى كانت LD50اظيرت النتائج اف قيمة 
( 1الشكؿ ). فأر/   ممغـ 250

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 LD50)) تأثير الجرعة القاتمة لنصف العدد الكمي (1)الشكل
 Vbirio      لانـزيم البـروتـييز المـنقى مــن بكتريا

cholera 
 

بينت المػقاطع النسيجية لقػمب الفػئراف المحػقونػة بانػزيػـ 
ممػيمتر  وجود تنخػػرات فػػػي / ممغـ0.250البػروتػيػيػز بتػركيز 

 منتشرة (Myocardium necrosis) العضػػػمػة القػػػمبػية
الخلايا  فضلا عف انتفاخ بصورة عشوائية فػي منػاطؽ متػعددة،

العضمية وفقدانيا لمخػطوط العرضية، وتحببيا، وحدوث 
الاحتقاف الدموي فػػي الاوعػػية الدموية والشراييف فضلا عف  

 (Nuclear Karyorhyxis)ة ػػػػا العضػػميػتحػطـ نػواة الخػػلاي
وارتشاح الخلايا المناعية كوسيمة دفاعية ضد انزيـ 

في حيف لـ تظير أي تأثيرات فػػػي  (2الشكؿ )البروتييز
. الصمامات القمبية

اظيرت المقاطع النسيجية لرئة الفئراف المحقونة 
بالبروتييز وجود تثخنات كبيرة في سمؾ جدراف الاوعية 

الشكؿ )الدموية مع حدوث احتقاف دموي في الاوعية الدموية 
بينما اظػيرت الشػرائح النسيجية لكػبد الفػئػراف توزيعاً . (3

عػشوائياً لمخػلايا الكػبدية حػوؿ الاوعية الػدمػوية، وفقػدانيا 
 Centrilobular)الشكؿ السداسي المركػزي المنتظـ 

vessels) وارتشاح السايتوبلازـ الخلايا الكبدية وتحببيا 
(Granulation)عف وجود التثخنات البروتينية " ، فضلا
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 (.4الشكؿ )الخارج خموية تفصؿ الخلايا بعضيا عف بعض 
بينما ادت فعالية انزيـ البروتييز المنقى الى نزؼ دموي 

موقعي مع ظيور تقرحات جمدية في أجزاء المحيطة بموقع 
الشكؿ )حقف الأرانب باضافة الى تأكؿ النسيج الأذني للأرنب 

5،6.) 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

مقطع في قمب فأر محقون بانزيم البروتييز  (2)الشكل 
المعامل   (A. )فأر/ مايكروغرام350بتركيز 

(B)   السيطرة
 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
مقطع في رئة فأر محقون بانزيم البروتييز  (3)الشكل 
السيطرة   (B)المعامل  (A )فأر/ مايكروغرام350بتركيز 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

الخلية  استطالة

  السايتىبلازم  وتحبب

A 

فقذاى 

التقسيوات 

 الوستعرضة 

 شرياى 

B 
 شرياى 

 احتقاى دهىي

تثخي جذار 

 الحىيصلات الهىائية

A 

B 

حىيصلات 

 هىائية

 وعاء دهىي 

 حىاجس بروتيٌية

A 
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مقطع في كبد فأر محقون بانزيم البروتييز بتركيز  (4)الشكل
السيطرة  (B) المعامل A) )فأر / مايكروغرام350

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

تأثير انزيم البروتييز عمى النسيج الاذني للارانب  (5)الشكل
 المحقونة 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

تأثير انزيم البروتييز المنقى المحقون عمى تأكل  (6)الشكل 
زالة الشعر من أذن الأرنب   وا 

 

اشارت العديد مف الدراسات الى اف انزيـ البروتييز يسبب 
تنخراً في عضمة القمب، وتكوف ىذه التنخرات صغيرة وموزعة 

وبشكؿ كثيؼ في مواقع تحت الشغاؼ وتحت  توزيعاً عشوائياً 
 Kellner) في الفئراف المحقونة(Sub epicardial) النخاب

and Robertson,1954; Hynes and Tagg,1985; 

Lukomski et al.,1998) بينما اشار Balebona et 

al., (1998) الى اف البروتييز المفرزة مف 
والمحقونة تحت الجمد تعمؿ عمى   V.alginolyticusبكتريا

استطالة الخلايا الجمدية وتمزقيا محدثو حويصلات 
(Vesicles) نسيجية عديدة  مؤدية الى انسلاخ وموت 

النسيج، وحدوث نزؼ دموي موقعي، وظيور تقرحات جمدية 
لوحظ ظيور أعراض . في الأجزاء المحيطة بموقع الحقف

 وانسلاخ خلايا (Anorexia)نقص الأوكسجيف في الدـ 
الأمعاء وحركتيا في التجويؼ المعوي، وانكماش وتنخر في 

الكبد والطحاؿ عند حقف البروتييز في العضمة 
(Intramuscular) . وفيما يخص الأعراض الناشئة عف

 Miyoshi etحقف البروتييز المعػدني تحػت الجػمد، فقد أشػار 

al., (1998)  الى حدوث عممية نزؼ دموي تحت الجمد
 دقيقة 30وتحطـ الأدمة والشعيرات الدموية تحت الجمد بعد 

مف حقف خنازير غينيا بالبروتييز المفرز مف قبؿ بكتريا 
V.vulnificus .

 Ramos-Costa and الدراسات السابقة أشارعنفضلًا 

Rowley, (2004) الى التأثيرات النسيجية الناتجة عند حقف 
سرطاف البحر بانزيـ البروتييز المنتج مف بكتريا 

Psedoalteromonas atlantica الذي أدى الى تجمع 
في الفسح " الخلايا الدموية في الغلاصـ والخياشيـ وخصوصا

الجانبية لمخياشيـ، فضلا عف انطمار الخلايا الدموية في 
 وظيور الحواجز (Hemolymph)منطقة الدـ الميمفاوية 

البروتينية الفاصمة بيف الغلاصـ وتحطـ الكبد البنكرياسي 
(Hepatopancreas) .
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Abstracted  
 

This study revealed the toxic effects of 

protease enzymes that purified from local 

isolates Vibrio cholera bacteria, injection of 

0.250 mg of enzymes into Rabbit ear vein lead 

to hair loss, necrosis and bleeding at site of 

injection. However, protease has visible 

effects on the heart muscle ranging from 

necrosis,swelling ,loss of striation and visible 

engorgement of blood vessels . 

Whereas mouse lung tissue suffered from 

obvious thickening concurrently with vascular 

engorgement .Virtually liver tissue shows 

random cellular distribution around blood 

vessels with loss of intact hexagonal 

arrangement followed by exudation with 

prominent protein layers that separate between 

adjacent cells. 


