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Abstract 
The research include the isolation of leptin hormone from plasma 

of female by gel filtration chromatography technique using separating 

column 1002Cm containing Sephadex G - 75 produced 5 bands where 
number 5 showed leptin concentration 0.5ng/ml. 

The apparent molecular weight of leptin had been determined by 
gel filtration chromatography technique using Sephadex G - 75, and by 
SDS electrophoresis, the results showed that the apparent molecular 

weight for the band number 5 of leptin hormone was 15750353 Dalton 
and 16000 Dalton respectively.  

 
 الممخص

كذلؾ باستخداـ تقنية  لأنثىعزؿ ىرمكف المبتيف مف بلازما الدـ  تضمف البحث
الحاكم عمى  سـ 1002  الأبعادكركماتكغرافيا الترشيح اليلامي باستعماؿ عمكد الفصؿ ذم 

النتائج اف الحزمة البركتينية الخامسة المفصكلة مف  كأظيرت  Sephadex G -75ىلاـ 
. مؿ/نانكغراـ 0.5تركيز  إلىعالية ليرمكف المبتيف كالتي كانت مساكية البلازما تحتكم عمى ؼ

                                         
 .الدكتكراه لمباحثة نكاؿ ذنكف يكنس كحةأطربحث مستؿ مف  *
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كما قدر الكزف الجزيئي التقريبي ليرمكف المبتيف المفصكؿ باستخداـ تقنيتي كركماتكغرافيا 
. SDSكتقنية اليجرة الكيربائية بكجكد مادة الػ   Sephadex G - 75الترشيح اليلامي باستخداـ 

  إلىكزف الجزيئي التقريبي لمحزمة البركتينية الخامسة ليرمكف المبتيف مساكية النتائج اف اؿ أظيرت
15750353  دالتكف عمى التكالي 16000دالتكف ك. 

 
المقدمة 

اف  إلافي تقدير ىرمكف المبتيف  serumكمصؿ الدـ  plasmaستخدـ بلازما الدـ م
 أعمى الإناثذلؾ مستكاه لدل كؾ% 20مف مستكاه في البلازما بحكالي  أعمىمستكاه في المصؿ 

 إلىحددت النسبة الطبيعية لمستكيات المبتيف في مصؿ الدـ نسبة ، ك(1. )مف مستكاه لدل الذككر
مرة منيا لدل الرجاؿ ككانت في النساء  2.5الدىنية فقد كانت لدل النساء أعمى بحكالي  الأنسجة
كما  ،(2) ،مؿ/ نانكغراـ   1.8 3.8كفي الرجاؿ النحيفيف  مؿ/ نانكغراـ    3.7 7.4النحيفات

 3.6كفي الرجاؿ مؿ/ نانكغراـ  10.9اف مستكاه في النساء  (3)كآخركف  Snehalatha كجد الباحث

 .مؿ/ نانكغراـ  
مف استخداـ المبتيف في علاج داء السكر حيف كجدكا انو  2002تمكف الباحثكف عاـ 

 (4).م الجسـكيمنع مف تجمع الدىكف ؼ الأنسكليفيقمؿ مف مقاكمة 
المصابيف بنقص  الأشخاصيستخدـ المبتيف علاجان لمسمنة كلمتقميؿ مف كزف الجسـ في 

الدىنية كتأيض الكمكككز عف طريؽ فعالية بركتيف  الأحماض أكسدة فيك يزيد مف المبتيف خمقيا
 cAMP kinase الفكسفيت الحمقي كاينيز أحادمانزيـ ادينكسيف  كاينيز الذم يزيد مف فعالية

(5) .
كلكلا الجنسيف كيظير تأثيره  الأطفاؿالبمكغ عند  تأخيراف القصكر في المبتيف يسبب كما 

يزداد في مرحمة قبؿ الطمث، فيرمكف المبتيف يفرز كذلؾ مف  إذعند بداية البمكغ في المرأة 
 قإفرازفي لاحظ زيادة م إذ المشيمة كيؤدم دكران ميمان في تنظيـ تأيض الدىكف خلاؿ مدة الحمؿ

 (.5،6) المتأخرالدىنية كخاصة خلاؿ مدة الحمؿ  الأنسجةمف 
، مف الحزـ أنكاعمف فصؿ ثلاث ( 7)كآخركف  Lewandowskiتمكف الباحث في حيف 

 .ىي لمبتيف المرتبط كالثانية ىي لمستقبلات المبتيف كالثالثة ىي لمبتيف الحر الأكلىالحزمة 
بتيف مف بلازما الدـ كتقدير كزنو محاكلة عزؿ ىرمكف الؿ إلىالحالي  ييدؼ البحث

باستخداـ التقنيات الحياتية  مرتبطان  أككاف حرا  إذاالذم يعتمد عمى نكع اليرمكف فيما  الجزيئي
معالجة السمنة كداء  في لعدـ كجكد دراسات سابقة حكؿ اليرمكف كلاستخدامو مستقبلان  كذلؾ

. السكرم
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الجزء العممي 
 

: النماذج المستخدمة  -1
بالتعاكف  ( كغير متزكجة عامان  30متبرعة عمرىا ) لأنثىعمى بلازما الدـ صكؿ تـ الح

. مع مصرؼ الدـ في المكصؿ
 

: عزل هرمون المبتين من بلازما الدم باستخدام تقنية الترشيح الهلامي  -2
  الأبعاداستخدمت طريقة كركماتكغرافيا الترشيح اليلامي باستعماؿ عمكد الفصؿ ذم 

1002 كم عمى اليلاـ مف نكعسـ كالحاSephadex G - 75   لعزؿ سـ 94عمى ارتفاع ،
مف الماء المقطر   مؿ 1مف نمكذج البلازما المركز كتبع ذلؾ   مؿ 2استخدـ إذىرمكف المبتيف 

لكؿ  دقيقة 2.5ساعة كبمعدؿ /مميميتر 60كتـ استرداد المكاد البركتينية بمعدؿ جرياف  ،لمغسؿ
كتمت متابعة المحتكل البركتيني مف  ،يعمؿ عمى نظاـ الدقائؽ الذم  الأجزاءجزء مف جامع 

فكؽ  الأشعةباستخداـ جياز مطياؼ  نانكمتر 280خلاؿ قياس الامتصاص عند طكؿ مكجي 
كقياس تركيز  (Ultraviolet and Visible Spectrophotometer)البنفسجية كالمرئية 
 .المفصكلة الأجزاءىرمكف المبتيف في 

 
: ن الجزيئي تقدير الوز -3
:  تقنية الترشيح اليلامي (أ

كذلؾ باستخداـ طريقة الترشيح اليلامي  Andrews(8)تـ الاعتماد عمى طريقة الباحث 
 الأبعادالمعزكؿ باستخداـ عمكد الفصؿ ذم في تقدير الكزف الجزيئي التقريبي ليرمكف المبتيف 

100 x 2  ز لميرمكف الحاكم لمادة اليلاـ مف الحزمة البركتينية الخامسة التي أظيرت تركيسـ
Sephadex G-75  عدد مف المركبات المعمكمة الكزف الجزيئي  إمراركتـ سـ  94عمى ارتفاع

دالتكف لغرض تعييف خكاص العمكد مف حيث  204-2000000الجزيئية بيف  أكزانياكتتراكح 
ارغ مف الؼ أكلكؿ مادة ككذلؾ الحجـ الخالي   Internal Volume Viالحجـ الداخمي 

.  Void Volume Voالحببيبات 
:  (SDS – PAGE)تقنية اليجرة الكيربائية باستخداـ  (ب

 Sodium Dodecylباستخداـ Wilson (9)ك Bryanف ماتعبت طريقة الباحث

Sulphate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) مركبات  بإمرار
ضمف مجاؿ دالتكف  12.500-67000زيئية بيف الج أكزانياالكزف الجزيئي تتراكح ممعكمة 

ىذه بالشحنات في المجاميع المختمفة المرتبطة ب الإحاطةيعمؿ عمى  (SDS)كيربائي، حيث اف 
عمى الكزف  رئيس بشكؿ لذلؾ فاف الفصؿ يعتمدضمف المجاؿ الكيربائي المركبات المراد فصميا 

. الجزيئي لممركبات التي تفصؿ بيذه الطريقة
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كمية هرمون المبتين في مصل الدم بطريقة الأليزا تقدير  -4
Determination of Serum Leptin Hormone in Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA) 
مف   kitتـ تقدير ىرمكف المبتيف في مصؿ الدـ باستخداـ عدة التحميؿ 

. الأمريكية  .Diagnostic systems laboratories, Incشركة 
 
 Principleالمبدأ  

 الأجساـتـ تقدير ىرمكف المبتيف في مصؿ الدـ بطريقة الأليزا عف طريؽ التنافس بيف 
المضادة المرتبطة بانزيـ  كالأجساـالمضادة لميرمكف المكجكدة في حفر شريحة التخافيؼ الدقيقة 

HRP horseradish peroxidase  عمى مكاقع الارتباط بمستضدات المبتيف المكجكدة في
المضادة غير  الأجساـ لإزالة Wash bufferمحمكؿ اؿالدـ كبعد عمميات الغسؿ بمصؿ 

للانزيـ التي ترتبط بالانزيـ لتككف محمكلا ازرؽ المكف  الأساسمحمكؿ المادة  إضافةالمرتبطة يتـ 
محمكؿ حامض الكبريتيؾ ليكقؼ التفاعؿ، كتتناسب شدة  إضافةبعد  الأصفرالمكف  إلىيتحكؿ 

ع تراكيز مستضدات اليرمكف المكجكدة في مصؿ الدـ التي تقاس الامتصاصية ليا المكف طرديا ـ
، كيتـ تحديد تراكيز المبتيف في نماذج مصؿ الدـ مف خلاؿ نانكمتر 450عند الطكؿ المكجي 

المنحني القياسي لو الذم تتناسب مف خلالو تراكيز المبتيف لممحاليؿ القياسية لو طرديا مع 
( .  1)ح في الشكؿ الامتصاصية كما مكض

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 .المنحني القياسي النموذجي لهرمون المبتين : 1الشكل 
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 Reagentالكواشف  
. كاقع حفر شريحة التخافيؼ الدقيقةالمضادة لممبتيف في ـ الأجساـ .1
تحتكم ىذه المحاليؿ عمى خمس عبكات تحتكم عؿ تراكيز المبتيف  :المحاليل القياسية  .2

. في المحمكؿ المنظـ مؿ / ـ نانكغرا  50-0.5بيف 
بتركيز كاطئ  مؿ  0.5كىي عبكتاف تحتكم كؿ منيما عمى  :محاليل السيطرة  .3

.  مؿ/ نانكغراـ  2.5 + 10، كبتركيز عاؿ مؿ / نانكغراـ   0.6 + 2
مف مايكركلتر   240يحضر المحمكؿ بتخفيؼ  :المضادة المرتبطة بالانزيم  الأجسام .4

 Assayمف المحمكؿ المنظـ  مؿ  12تبطة بالانزيـ في المضادة المر الأجساـمحمكؿ 

Buffer  .
.  Assay Buffer المحمول المنظم .5
في  Tetramethylbenzidine( TMB)يحتكم عمى محمكؿ  : الأساسمحمول المادة  .6

. المحمكؿ المنظـ الستريت مع بيرككسيد الييدركجيف 
مف  مؿ  1500في  مؿ  60يحضر بتخفيؼ العبكة  : Wash solutionمحمول الغسل  .7

deionized water  .
8. Stopping solution :  مف  مكلارم 0.2مف  مؿ  11كىك عبكة كاحدة تحتكم عمى

 .حامض الكبريتيؾ

 
  Procedure طريقة العمل

مف كؿ مف  مايكركلتر 25ىذه المكاقع   إلىترقـ شريحة التخافيؼ الدقيقة ثـ تضاؼ  .1
. ، كنماذج مصؿ الدـالمحاليؿ القياسية كالسيطرة

مكاقع شريحة التخافيؼ ثـ  إلى Assay Bufferمف محمكؿ  مايكركلتر 100 إضافة .2
عند درجة حرارة الغرفة مدة  دقيقة/دكرة 700-500بسرعة  shakerتحضف في اليزاز 

. ساعتيف
 المحمكؿ بالنقر عمى ظير الشريحة ثـ تغسؿ خمس مرات بمحمكؿ الغسؿ كبمقدار إزالة .3

. كؿ مرةفي مؿ  0.35
 لمحضر ثـ تكضع الشريحة في اليزازمف المحمكؿ الانزيمي ا مايكركلتر 100 إضافة .4

shaker  مدة ساعة .
المحمكؿ مف الشريحة ثـ غسميا بمحمكؿ الغسؿ خمس مرات باستخداـ جياز الغسؿ  إزالة .5

washer .
  10مدة  shakerكتكضع الشريحة في الػ  TMBمف محمكؿ  مايكركلتر 100 إضافة .6

 .ؽدقائ

التفاعؿ ثـ تقرأ الامتصاصية  لإيقاؼمف محمكؿ حامض الكبريتيؾ  مايكركلتر 100 إضافة .7
 .نانكمتر 450عند  readerدقيقة باستخداـ جياز  30لممحاليؿ خلاؿ 
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النتائج والمناقشة 
ىرمكف المبتيف مف بلازما الدـ بعد تقنية الترشيح اليلامي في عممية فصؿ استخدمت 

، كبعد عممية فصؿ المركبات البركتينية لبلازما الدـ (Lyophilization)د تركيزه بكاسطة التجفي
. (2)المركز عمى عمكد الفصؿ تبيف ظيكر خمس حزـ كما مبيف في الشكؿ 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 الأبعادالمظهر الجانبي لروغان بلازما الدم بتقنية الترشيح الهلامي باستخدام عمود الفصل ذي  :2لشكل ا
100x2  حاوي عمى هلاموالسم Sephadex G – 75  ساعة/مل 60 وبسرعة جريان سم  94عمى ارتفاع 

 
: ككانت حجكـ الركغاف لقمـ ىذه الحزـ كما يأتي 

مؿ   125= حجـ ركغاف قمة البلازما لمحزمة الاكلى  
 مؿ 144= حجـ ركغاف قمة البلازما لمحزمة الثانية  
 مؿ 256 =حجـ ركغاف قمة البلازما لمحزمة الثالثة  
 مؿ 275= حجـ ركغاف قمة البلازما لمحزمة الرابعة  
 مؿ 312= حجـ ركغاف قمة البلازما لمحزمة الخامسة 

 

كمف خلاؿ متابعة تركيز ىرمكف المبتيف بعد عممية الفصؿ تبيف اف الحزمة البركتينية 
 .مؿ/غراـنانك 0.5الخامسة لبلازما الدـ تحتكم عمى فعالية ليرمكف المبتيف كالذم كاف 
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: تقدير الوزن الجزيئي  -1
  تقنية الترشيح الهلامي 1-1

كذلؾ باستخداـ طريقة الترشيح اليلامي Andrews (8) تـ الاعتماد عمى طريقة الباحث 
في تقدير الكزف الجزيئي التقريبي ليرمكف المبتيف مف الحزمة البركتينية الخامسة التي أظيرت 

يبيف المكاد التي مررت ( 1)نفسو عمكد الفصؿ كالجدكؿ  تركيز لميرمكف كما استخدـ لمغرض
 .الجزيئية كحجكـ ركغانيا كأكزانيا Sephadex G-75عمى عمكد الفصؿ الحاكم لمادة اليلاـ 

  
 لمستخدمة في تقدير الوزن الجزيئيالعلاقة بين الوزن الجزيئي وحجم الروغان لممواد ا : (1)الجدول 

 .ميالتقريبي بتقنية الترشيح الهلا
 

مل  حجم الروغانالوزن الجزيئي دالتون اسم المادة 
 BlueDextran 2000000 104.5الدكستراف الازرؽ 

 BSA 67000 209البكميف مصؿ البقر 
 -Amylase Enzyme 58000 262.3اميميز  –انزيـ الفا 

 Trypsin Enzyme 23000 303.2انزيـ التربسيف 
 Trypto Phan 204 364التربتكفاف  

 
لكؿ مادة في مقابؿ لكغاريتـ كزنيا   Elution Volumeكعند رسـ حجـ الركغاف 

الجزيئي تبيف ظيكر خط مستقيـ حدد مف خلالو الكزف الجزيئي التقريبي لمحزمة البركتينية 
كاف حجـ الركغاف  إذ( 2)الخامسة المفصكلة بتقنية الترشيح اليلامي كالمكضحة في الشكؿ 

( 3)النتائج مف المنحني القياسي لتعييف الكزف الجزيئي التقريبي الشكؿ كتشير  مؿ  312لمحزمة 
 .دالتكف 353.5+15750اف الكزف الجزيئي التقريبي ليرمكف المبتيف يساكم  إلى

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
. المنحني القياسي لتعيين الوزن الجزيئي بتقنية الترشيح الهلامي:  3الشكل 
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 SDS-PAGEتقنية الهجرة الكهربائية  1-2
Sodium Dodecyl Sulphate Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis 

 أظيرتقدر الكزف الجزيئي التقريبي ليرمكف المبتيف مف الحزمة البركتينية الخامسة كالتي 
كاستخدـ ليذا الغرض عدد مف المكاد المعمكمة  SDS-PAGEفعالية ليرمكف المبتيف باستخداـ 

 (. 4)دالتكف كما مكضح في الشكؿ  12.500-67000جزيئية بيف اؿ أكزانياالكزف الجزيئي تتراكح 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 . SDSصورة الهجرة الكهربائية الحاوية عمى الـ : ( 4)الشكل 

 
.  BSA (E)أميميز، -ألفا (D)البكميف البيض،  (C)تربسيف،  C ،(B)سايتككركـ  (A) :المواد القياسية

 .المفصكلة بتقنية الترشيح اليلامي الأخيرةة تمثؿ الحزـ البركتيني (5)ك ( 4)
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المسافات التي قطعتيا العينات كاكزانيا الجزيئية كعند رسـ المسافة ( 2)يبيف الجدكؿ 
المقطكعة لكؿ مادة في مقابؿ لكغاريتـ الكزف الجزيئي تبيف ظيكر خط مستقيـ حدد مف خلالو 

كالتي مررت مرتيف بيذه التقنية فكانت  الكزف الجزيئي التقريبي لمحزمة البركتينية الخامسة
 سـ  8.6اخذ معدؿ المسافة المقطكعة لمحزمة فكاف سـ   8.7,8.5 مالمسافات التي قطعتيا ق

 (. 4)كالمكضحة في الشكؿ 
 

 لمستخدمة في تقدير الوزن الجزيئيالعلاقة بين الوزن الجزيئي والمسافة المقطوعة لممواد ا : (2)الجدول 
 . SDS-PAGEالتقريبي بتقنية 

 

سم  المسافة المقطوعةالوزن الجزيئي دالتون اسم المادة 
 BSA 67000 7.5البكميف مصؿ البقر 

 -Amylase Enzyme 58000 8.3اميميز  –انزيـ الفا 
 Eggs Albumin 45000 7.9البكميف البيض 
 Trypsin Enzyme 23000 8انزيـ التربسيف 

 C Cytocrom (C) 12.500 9.5سايتككركـ 
 

( 5)في الشكؿ  SDS-PAGEكتبيف مف خلاؿ المنحني القياسي لتعييف الكزف الجزيئي 
دالتكف كيتضح مف خلاؿ  16000اف الكزف الجزيئي التقريبي لمحزمة البركتينية الخامسة يساكم 

نتائج فصؿ اليرمكف كتقدير كزنو الجزيئي بتقنيتي الترشيح اليلامي كاليجرة الكيربائية اف الحزمة 
لبركتينية الخامسة المفصكلة مف بلازما الدـ ىي لممركب البركتيني نفسو الذم حدد كزنو الجزيئي ا

.  (7،  1) دالتكف كىذا يتفؽ مع 16000التقريبي بػ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 . SDS-PAGEالمنحني القياسي لتعيين الوزن الجزيئي بتقنية :  5الشكل 
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يستنتج مف البحث اف البلازما تحتكم عمى خمس حزـ بركتينية عند فصميا بتقنية 
 أعطتكاف الحزمة البركتينية الخامسة فقط   Sephadex G - 75 الترشيح اليلامي باستخداـ

 15750فعالية ليرمكف المبتيف كتبيف اف الكزف الجزيئي التقريبي لميرمكف المعزكؿ ىي بحدكد 
عمى   SDSدالتكف باستخداـ تقنيتي الترشيح اليلامي كاليجرة الكيربائية بكجكد  16000ك

. المرتبط رزكؿ ىك مف النكع الحر غيكيعتقد مف خلاؿ النتائج اف اليرمكف المع التكالي
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