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Abstract 

Uricase (urate oxidase) was partially purified from Pisum sativum 
seeds by ammonium sulfate precipitation ,dialysis and anion exchange  
chromatography techniques. One proteinous peak was obtained 
containing two isomers of uricase I and II with specific activity  
(5.92×10-3 and 4.9955×10-3) unit/mg protein and with purification 
fold(31.32and 26.43) respectively compared to crude enzyme. 

The optimum conditions for the purified enzyme was determined 
using uric acid as a substrate. The results showed that maximum activity 
with glycine-NaOH buffer at pH=7, 40°C, substrate concentration 
100mM Vmax=6.25×10-2 U/mg protein and the Km=50mM, 100µl 
enzyme volume and the reaction velocity was increased with copper ion. 

The active dose of uricase for reducing uric acid was determined in 
healthy mice 400µg/kg body weight, and the best treatment was obtained 
by the injection of enzyme with allopurinal intraperitonally.   

 
 الخلاصة

باستتددام تقنيتات الترستي   بذور نبات البازاليامن )يوريت اوكسيديز(  اليوريكيزنقي انزيم 
وتتتم الوصتتول  لتت   الفتترز الائتتاكي وكروماتويراايتتا التبتتادل اويتتوني الستتال ، ،بكبريتتتات اومونيتتوم

( .109954×-3( )10×5.92-3بفعاليتة نو يتة ) IIو  Iقمة بروتينية واودة تضم متمتاللين لننتزيم 
. (  لت  التتوالي مقارنتة بتامنزيم الدتام26.43( )31.32وودة انزيمية/ملام بتروتين وبنقتاوة بلاتت )
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وددت الظروف الملل  لقياس اعالية اونزيم المنق  باستددام وامض اليوريك كمتادة استاس. وجتد 
 ،pH=7  نتد  Glycine-NaOHان اقص  اعالية للانزيم كانتت  نتد استتددام المولتول المتنظم 

10×6.25-ملي موور كانت الستر ة القصتو   (100) الأساسم، تركيز مادة (40درجة ورارة )

( متتتايكروليتر كمتتتا ان 100وجتتتم انتتتزيم ) ،ملتتتي متتتوور Km=50 ووتتتدة انزيميتتتة/ملام بتتتروتين و 2
 التفا ل اونزيمي. ال  زيادة  اي اعالية أدت  زيادة تركيز ايون النواس

لوامض اليوريك اي الفكران السليمة   نزيم الأكلر تدفيضتا  وددت الجر ة الفعالة للا
وزن الجسم، ان ااضل معاملة كانت بوقن اونزيم مع  قار  مايكرويرام/كام  400وكانت 

 اي التجويف البريتوني.   اولوبيورينول
 

 المقدمة 
 :Urate oxidase  (E.C)يوريت اوكسيديز( اوuricase  يعمل انزيم اليوريكيز

بوجود  2COو  Allantoinل  اكسدة وامض اليوريك ال  المرك  اونتوين   (1.7.3.3
)اي اللديات  الذي يدتزل ال  اووكسجين 2O2Hموررا بيروكسيد الهيدروجين 2COاووكسجين و

(. من دلال  3)  اي ايض النيتروجين ً مهما ً اوبالتالي اهو يلع  دور  (2,1)رتبة من اونسان( الأقل
  امصابة ريك اي الدم واودرار يمكن التعرف  ل  مد  تقدم او تقدير مستو  وامض اليو 

-4 كما ان لليوركيس ااكدة سريرية اي تقدير وامض اليوريك من دلال اقترانه بنظام ،بالنقرس

Aminoantipyrin-peroxidase، (4,5) وكبروتين اي  لاج واوت ارتفاع مستو  اليوريك . 
اونزيم اي اونسان وبعض ضرو  القردة  العديد من الدراسات ال   دم وجود  أئارت 

(، بينت الدراسات ال  ان  6ويث يكون وامض اليوريك هو الناتج النهاكي لأيض البيورينات)
اذ  Silencingالجين الداص بتكوين هذا اونزيم موجود اي هذه اللباكن لكن بئكل يير اعال 

اوقل رتبة من اونسان ان تكون   تم ودوث هذا التطفير الناء مراول تطورها، كما يمكن للباكن
(. وبسب  صعوبة او  دم ذوبان وامض اليوريك يصاو  ذلك 7هذا اونزيم اضااة للبكتريا) 

نتاكج سلبية  ل  الجسم من دلال ترسبه وبالتالي تراكمه مايؤدي بالتالي ال  اوصابة بداء  
ليوريك بفعل انزيم  اذ يتكون وامض ا (.1النقرس ووص  الكل  المتكونة من وامض اليوريك) 

بئكل اساسي والذي يعتبر المسب  الركيسي للإصابة   Xanthine oxidaseزانلين اوكسيديز 
بداء النقرس، ويث ويوجد ما يمكن السيطرة به  ل  هذا المرض لود الآن سو  العلاج بالعقار  

Allopurinal  (8الملبط التنااسي لهذا اونزيم .) 
لوامض اليوريك والناقلة له باو تماد  ل  مركبات  البقوليات من النباتات المنتجة
والواوية  ل    shootال  اويصان والبرا م  nodulesالنيتروجين المنقولة من العقيدات 

  Allantoinas, Uricase, Xanthine oxidaseاونزيمات الللالة المهمة اي ايض البيورينات 
(9) 
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ا اوستتماء الئتتاكعة اودتتر  اانهتتا امتت   ،Pisum sativumان اوستتم العلمتتي للنبتتات هتتو 
مصتر  ،ستوريا ،تدتلف بادتلاف اللاات والبلدان اذ انها تعرف اي ايل  المناطق العربية )العراق

( متن هنتا جتاءت اكترة البوتث بعتزل اونتزيم متن لمترة البزاليتا المتتوارة 10وييرها( باستم )البازاليتا( )
نتته، وامكانيتتة دفتتض مستتتو  وتتامض اليوريتتك اتتي اوستتواق الموليتتة والواويتتة  لتت  تراكيتتز  اليتتة م

 با تباره إنزيم تدصصي.
 

 المواد وطرائق العمل
 من الأسواق المولية لموااظة نينو . Pisum sativum: بذور نبات البزاليا  النبات المستخدم

 
 الحيوانات المستخدمة: 

ن المجهتزة مت  Female Albino Miceاستددمت اي هذه الدراستة إنتاث الفكتران البتيض 
مجهتتتزة وضتتتعت اتتتي أقفتتتاص  .(يتتتم25-30كليتتتة التربية/جامعتتتة الموصتتتلأ تراووتتتت أوزانهتتتا بتتتين )

زودت بالماء والعلف الويواني الداص بها وأدضعت للظروف المناسبة من ومعدة لهذا الارض أ 
 .مº(25) ضوء طبيعي ودرجة ورارة

 
  قياس فعالية انزيم اليوريكيز:

( اتتتي البوتتتث، وتتضتتتمن 11)  Adamekم طريقتتتةقتتتيس اعاليتتتة انتتتزيم اليتتتوركيز باستتتتددا
ويتتث تعتمتتد الطريقتتة  لتت  متابعتتة ، allantoinالتت   uric acidالطريقتتة اكستتدة المتتادة اوستتاس 

وست  تركيتز وتامض اليوريتك المتبقتي . 293nm النقصان اي اومتصاصية  ند الطول المتوجي
  (100µg-10)بتراكيز بين( والموضر 1من التفا ل اونزيمي باستددام المنون  القياسي ئكل)

 
 
 
 
 
 
 
 

 المنحنى القياسي لتقدير حامض اليوريك :(1) شكل
 المستخلص المائي الخام: رتحضي

أ بعتتدها Blenderأ ستتوقت بوستتاطة جهتتاز اللتترم بتتذور نبتتات البازاليتتا يتتم متتن(250)وزن 
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جهتاز  مسوقت جدران الدلايتا باستتددا .لمدة  ئرة دقاكق( وزن/وجم 3:1)مزجت بالماء وبنس  
. لم رئح المولول من دتلال  تدة طبقتات متن الئتال واصتل المستتدلص الموجات اوق الصوتية

للتتتدلص متتن المتتواد ييتتر   (33520xg)( دقيقتتة بستتر ة 15متتدة )بجهتتاز الطتترد المركتتزي المبتترد 
( وبتذلك 12) (Lyophilizer)ادذ الراكق وقلص الوجم إل  الللث بواسطة جهتاز التجفيتد ،الذاكبة

 (مل.655ل  ل  المستدلص الماكي الدام بوجم نهاكي )تم الوصو 
 

 (.13: قيست كمية البروتين باستددام طريقة لوري الموورة )تقدير كمية البروتين
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 المنحنى القياسي لتقدير البروتين :(2) شكل
 

 الترسيب بكبريتات الامونيوم المشبعة:
التدريجيتتتتة لكبريتتتتتات اومونيتتتتوم  ستتتت  امنتتتتزيم متتتتن المستتتتتدلص المتتتتاكي الدتتتتام بنضتتتتااة ۥر
 .تتترك المولتتول اتتي الللاجتتة إلتت  اليتتوم التتتالي ،( متتع التوريتتك اتتي ومتتام للجتتي14) %70وبتئتتبع 

الراستتت  النتتتاتج بالمتتتاء  أذيتتت   (.12اصتتتل الراستتت   تتتن الرائتتتح باستتتتددام الطتتترد المركتتتزي المبتتترد)
 المقطر.

 
   Dialysisالفرز الغشائي

 25mMددام المولول المنظم بورات الصوديوم بتركيز أجريت  ليه  ملية الديلزة باست
  لمدة ست سا ات مع مرا اة ابدال المولول المنظم كل سا تين  pH=8.6 ودالة وامضية 

(15 .) 
 

 كروماتوغرافيا التبادل الايوني
تتم امترار  ،اتي تنقيتة اونتزيم DEAE-cellulose 50Aاستددم المبادل اويوني الستال  

بعتتد وقتتن اونتتزيم  pH=8.6ودالتتة وامضتتية  25mMالصتتوديوم بتركيتتز بتتورات  ول المتتنظملتت المو
المترئتوة  الأجتزاءواستتددمت مضتدة التداع المتنتاو  اتي جمتع  النتاتج متن  مليتة الفترز الائتاكي
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البروتينتة المترئتتوة بقيتاس اومتصاصتتية  الأجتتزاءوتمتت متابعتة  ،( متتل5متن نهايتة العمتتود بواقتع )
م اوستتدول  لت  القمتة البروتينيتة الواويتة  لت  اعاليتة انتزيم ت ( نانوميتر،280 ند طول موجي )

الت   Lyophilizerاليوريكيز  ن طريق قياس اعالية اونزيم. قلص وجم اونزيم النتاتج بالتجفيتد 
 .الللث 

 
 الجرعة الفعالة للأنزيم

اكتتترانأ  (5)قستتتمت الفكتتتران المستتتتددمة اتتتي التجتتتار  إلتتت  مجتتتاميع تضتتتم كتتتل مجمو تتتة 
 :يأتي وملت كما 

 .(Control) المجمو ة الأول  تركت من دون معاملة و دت مجمو ة سيطرة .1
( 1000،800،600،400،200)( وقنت اي التجويف البريتوني بالجرع  6-2المجاميع من ) .2

 3أ وبعتتد  IIمتتن متمالتتل اونتتزيم اللتتاني  متتايكرويرام/كام متتن وزن الجستتم  لتت  التتتوالي متتن
تم سو  الدم  Intraperitoneally تجويف البريتونيسا ات من أجراء  ملية الوقن اي ال
باستتددام انابيت  ئتعرية  Orbital sinus punctureمتن الفكتران متن جيت  موجتر العتين 

 Kitقيس مستو  وامض اليوريك اي مصل الدم باستددام  دة توليل جتاهزة  (16داصة )
مستتتتتتو  لتتتتتم ادتيتتتتترت الجر تتتتتة الأكلتتتتتر تدفيضتتتتتا ل .Biolabo-Franceمجهتتتتتزة متتتتتن ئتتتتتركة 

 الوامض و دت جر ة مؤلرة.
 

 معاملة الحيوانات
و قتار  اتي التجويتف البريتتوني بالجر تة الفعالتة II وملت الويوانات بوقن متمالل اونتزيم

Allopurinol  التجويتف ملغ/كام من وزن الجسم معا وكذلك  ن طريق الوقن اي 1.53بجر ة
 والتجريع الفموي مرة ادر . البريتوني مرة
 
 الإحصائي:التحليل 

 لتبتتتاين الأوتتتادياإوصتتتاكيا وذلتتتك باستتتتددام توليتتتل  وتتتامض اليوريتتتك   وللتتتت نتتتتاكج مستتتتو 
(One way analysis of variance)الداصتتة بتتين المجتتاميع  ات كمتتا تتتم توديتتد اودتلااتت  أ

% 5وكتتتتان مستتتتتو  التميتتتز اموصتتتتاكي المقبتتتتول  .(Duncan) (17)باستتتتددام ادتبتتتتار دنكتتتن 
(P<0.05). 
 

 النتائج
  :احل تنقية انزيم اليوريكيز مر 
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لووظ ان الفعالية النو ية للانتزيم  ،( نتاكج مراول تنقية انزيم اليوريكيز1يوضح الجدول )
، امتتا 10×2.3)-3(   ( ووتدة انزيميتة/ملام بتتروتين، أصتبوت بعتد الترستي  10×0.189-3الدتام )
لام بتتروتين. تئتتير ( ووتتدة انزيميتتة/م10×3.588-3)  مليتتة الفتترز الائتتاكي اصتتبوت  إجتتراءبعتتد 

المستوصل متن تنقيتة اونتزيم باستتددام  elution profileالنتاكج ا تمادا  ل  مظهر الرويان 
(. 3) التتتت  وجتتتتود قمتتتتتين متميتتتتزة لننتتتتزيم ئتتتتكل DEAE-celluloseالمبتتتتادل اويتتتتوني الستتتتال  

 (340-285)و (240-205) ظهرت الفعالية اونزيمية للقمة اوول  واللانيتة  نتد وجتم الرويتان

وودة انزيمية/ملام بتروتين  لت   10×4.995)-3(و (10×5.92-3مللتر وبفعالية نو ية مقدارها )
(انه هناك للاث قمم بروتينية ضمت القمة البروتينيتة اللانيتة قمتة 14التوالي. بينما وجد الباوث )

وودة   428.7بفعالية نو ية بلات   gliomastix guegانزيمية واودة لليوريكيز المنق  من اطر
 انزيميتتة/ملام اتتي وتتين كانتتت هنتتاك للالتتة متمتتاللات لأنتتزيم اليتتوريكيز المنقتت  بالترئتتيح الهلامتتي

sephadex (G-100)  من التFungal flora (18( ووجد الباوث ،)وجود وزمة انزيمية 19 )
 .Soybean من بذور اول الصوليا DEAE-celluloseواودة لأنزيم اليوريكيز المنق  بت

 
 خطوات تنقية انزيم اليوريكيزمن بذور البازاليا :(1الجدول)

 
 دطوات التنقية

الوجم  
 الكلي 

البروتين 
الكلي  
 ملام

الفعالية  
وودة 
 إنزيمية/مل

الفعالية  
الكلية وودة  
 إنزيمية*

الفعالية النو ية  
وودة 

انزيمية/ملام 
 ( 3-10بروتين)×

 دد  
مرات 
 التنقية

اوسترجاع 
للفعالية  
 الكلية 
% 

 100 1 0.189 0.13369 0.00133 705.6 100 اماونزيم الد
الترسي  بتكبريتات 

 269.2 12.169 2.3 0.3599 0.024 155.84 15 %70اومونيوم تئبع 

 Dialysis 11.8 132.1 0.04017 0.474 3.588 18.98 354.55الفرز الائاكي

كروماتويراايا 
 التبادل اوايوني

Peak I 39 35.77 0.00543 0.21177 5.92 31.32 158.40 
Peak 

II 61 66.795 0.00547 0.33368 4.995 26.43 249.59 
 .الواودة تئير ال  كمية اونزيم الذي يؤكسد ما يكرومول واود من المادة اوساس اي الدقيقة U* الوودة اونزيمية 
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 -دراسة الظروف المثالية لفعالية الانزيم:
للمتماللين كما موضح اي  كان الأاضل  المنظم Gly-NaOHمولول  بينت النتاكج ان

( اي وين كان المولول المنظم اواضل هو صوديوم بورات لننزيم الناتج من  4الئكل )
gliomastix gueg (14) . 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

  pH=7كما بينت النتاكج ان ا ل  اعالية تم الوصول  ليها  ند الدالة الوامضية 
( اي وين وجد 5لمتماللين والموضوة اي الئكل)ل Gly-NaOHللمولول المنظم 

 . بالنسبة للمولول المنظم  8.5و   9هي    ضية الملل مان الدالة الوا Saeed  (20)الباوث 
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 تأثير المحلول المنظم على سرعة التفاعل الانزيمي: (4الشكل)
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م هتتي الدرجتتة الوراريتتة °40و نتتد وضتتن اونتتزيم اتتي درجتتات وراريتتة مدتلفتتة كانتتت درجتتة الوتترارة 
 .(6) كل التاليالملل  لننزيم ويث كانت للمتماللين الئ

 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

 

 درجة الحرارة على سرعة التفاعل الانزيمي تأثير: (6الشكل)
 

 Fungal م لننزيم المنق  من الت°35ان درجة الورارة الملل  كانت  (18) اي وين وجد الباوث 

lFlora . 2وكان لأيون+Cu للمتماللين بينما  ( تالير مميز اي تنئيط التفا ل اونزيمي 7) ئكل
 وكانت  كان اكلر تنئيطا بين اويونات التي درست  Ca+2( ان ايون الت17) ئارأ
)1+,K2+,Mg2+,Mn2+(Co   ويث يمكن ان يكون لأيون النواس اوسهام اوكبر اي لباتية

(انه تم تلبيط اونزيم  ند  20،  بينما بين ) (21) الوالة اونتقالية لننزيم الناء التفا ل اونزيمي
 . Co+2و    Fe+2 اضااة ايونات ملل
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 الايون الموجب على سرعة التفاعل الانزيمي : تأثير(7الشكل)
 

المركتز  متركيز اونزيم  ل  سر ة التفا ل، ادذ وجوم مدتلفة من امنتزي تأليركما درس 
 ملام/متتل للمتمتتاللين  لتت  التتتوالي. يبتتين الئتتكل 2.86و 2.24 بالتجفيتتد ويتتث كتتان تركيتتز اونتتزيم

متتايكروليتر متتن اونتتزيم  نتتدها كانتتت ستتر ة التفا تتل ا لتت  للمتمتتاللين  لتت   125و  100ان  (8)
 .التوالي

 

 
 
 
 
 
 

 

 تركيز الانزيم على سرعة التفاعل الانزيمي تأثير: (8الشكل)
 

( بينت النتاكج دضوع كلا المتماللين للمعادلة وكانت  9)  مينتون ئكل-من دلال رسم ميكايليس 
وودة انزيمية/مل  10×6.25)-2(مايكروموور هي  100د التركيز  ن Vmaxالفعالية القصو  

 مل موور للمتماللين. (Km=50) ومعامل ميكايليس مينتون
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 ل الانزيمي تأثير تركيز المادة الأساس على سرعة التفاع: (9الشكل)
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مايكرويرام/كيلويرام وزن الجسم ويث  400( ان الجر ة الفعالة لننزيم 2) الجدوليبين 
 مل امنزيم  اي جسم   إمكانية  إل يئير  لمستو  وامض اليوريك وهذا تدفيضا   الأكلركانت 

  القياسي. اونوراف ±المعدل  إل ( 2) الفكران. ويث تئير النتاكج اي جدول

 
 تحديد الجرعة الانزيمية الفعالة لخفض مستوى حامض اليوريك في مصل دم الفئران :(2جدول)

 المجمو ة الأول المجمو ة  اكران (5) المجمو ة
 اللانية

 المجمو ة
 للةاللا

 المجمو ة
 الرابعة 

المجمو ة 
 الدامسة 

المجمو ة 
 السادسة 

  µg/kg جر ة اونزيم
 الجسم من وزن

 معاملة  سيطرة يير

Mean±SD 
200 

Mean±SD 
400 

Mean±SD 
600 

Mean±SD 
800 

Mean±SD 
1000 

Mean±SD 
تركيز وامض اليوريك 

 )مليمول/ليتر(
c 

322.14±10.14 
a 

181.015±20 
a 

163.2±15.1 
b 

250±13.61 
c 

338.3±20.1 
d 

450.05±17.9 
 p≤0.05الوروف المدتلفة ااقيا تئير ال  اودتلاف المعنوي  ند مستو  اوتمالية 

 
 حقن الحيوانات:

( ) ن طريق 2بالجر ة الفعالة اي الجدول ) IIتمت معاملة الويوانات بمتمالل اونزيم 
ملغ/كام من  1.53)بجر ة  Allopurinolال  العقار  بامضااةالوقن اي التجويف البريتوني( 

 . وزن الجسم(
 

 أنظمة معاملة الفئران  بالإنزيم المنقى وعقار الألوبيورينول: (3جدول )

 p≤0.05ير ال  اودتلاف المعنوي  ند مستو  اوتمالية الوروف المدتلفة ااقيا تئ

 
( ان المعاملة باونزيم والعقار ادت ال  اندفاض معنوي اي مستو   3) يوضح الجدول

وامض اليوريك اي مصل دم الفكران مقارنة مع مجمو ة السيطرة، و ند مقارنة أنظمة معاملة  
المعروف اي  Allopurinolزيم و قار ( انه  ند وقن كل من اون 3الويوانات يبين الجدول )

اي   الأكبر  التألير ( كان له 22)   لاج داء النقرس الذي يتسم بارتفاع مستو  وامض اليوريك
من التجريع   أاضل تجويف البريتونيلدفض مستو  وامض اليوريك ويدل ذلك ان الوقن اي ا

والذي  ليوريكيز والعقار معا  مبائر  ل  اكسدة وامض اليوريك باستددام انزيم ا تأليرالفموي وله 
(. كما يوضح الجدول انه لننزيم  23) يعمل  ل  تلبيط أنزيم الزانلين اوكسيديز المنتج لليوريك 

مئابه للعقار من ويث السيطرة  ل  مستو  اليوريك بالمعاملة بهما كل  ل  ودة، لكن  تألير
ويث كان التقار  اي   نزيم معا  الأاضلية كانت  ند معاملة الويوانات بنظام مزدوج للعقار والأ 

  .التألير واضح لكلا النظامين 
References 

 المجمو ة الدامسة  المجمو ة الرابعة  المجمو ة اللاللة المجمو ة اللانية  المجمو ة الأول ( اكران5) المجمو ة
المعاملة بالأنزيم 

 والعقار
 سيطرة يير معاملة 

Mean±SD 
 وقن اونزيم

Mean±SD 
 امويا تجريع العقار

Mean±SD 
 وقن اونزيم

 تجريع العقارو 
Mean±SD 

وقن كل من 
 اونزيم والعقار
Mean±SD 

 تركيزوامض اليوريك
 ليتر( )مليمول/

a 
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b 
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b 
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