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ABSTRACT  
Callus induction occurred on stem segments of Nigella sativa L. 

seedlings grown on a modified Murashige and Skoog medium containing 

10
-6

 M of 2, 4- dichlorophenoxy acetic acid (2, 4 – D).  

Glutamine synthetase (EC 6. 3 . 1. 2) was isolated and partially 

purified from Nigella sativa L. callus the partially purified enzyme from 

the aqueous extract by ammonium sulfate precipitation, dialysis and gel 

filtration on sephadex G – 200 revealed that the activity increased by 37 

fold. The molecular weight by gel – filtration chromatography was found 

to be around 50000 Da. The optimum conditions of the partially purified 

glutamine synthetase from callus were obtained by using Tris – HCl (80 

mM) at pH 2.7 as a buffer and 10 mM of glutamate as substrate with 

incubation temperature 30° C. The Michaelis Menten constants for 

glutamate, adenosinetriphophate and ammonium chloride were               

10 × 10
-3

M, 2 × 10
-3

 M and 0.280 × 10
-3

 M  respectively.  

 

الخلاصة 
10بتركيز  D – 4 ,2 إليوحكر كالمضاؼ ـاستخدـ كسط مكراشج كسككؾ اؿ

-3 
M 

كجد أنزيـ  .(.Nigella sativa L)رات الحبة السكداء لاستحداث الكالس مف قطع سيقاف باد
س نبات الحبة السكداء كتـ تنقيتو ؿمستخمص كا في(  EC 6 . 3 . 1. 2)الكمكتاميف سنثتيز 
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الغشائي ككذلؾ مف الفرز كرة بكاسطة عممية الترسيب بكبريتات الامكنيكـ ـ 37بمقدار جزئيان 
الكزف ، ككجد اف G – 200كس دالكركماتكغرافي الحاكم عمى السيفاخلاؿ تمريره بعمكد الفصؿ 

المنقى جزئيا  تـ دراسة الظركؼ المثمى للانزيـ. تقريبان ( Da 50000)إلى  الجزيئي للانزيـ مساكوٍ 
بتركيز  معند استخداـ محمكؿ الترس الحامض فعالية لىالكمكتاميف سنثتيز أعأعطى كمف الكالس 

80mM 10ك ( منظـ)كمحمكؿ  7.2 يةالة حامضدبmM بكصفيا المادة  تمف الكمكتامي
.  min 15لمدة  C °30بدرجة حرارة  فالتحضيك الأساس

 
المقدمة  

أيض النايتركجيف في في ميـ  بدكر( .E. C. 6. 3. 1. 2)ز تيثفأنزيـ الكمكتاميف س قكـم
تحكؿ  سنثتيزالكمكتاميف  يحفز أنزيـ(. 1)البكتريا مركرا بالنباتات كالحيكانات  كؿ الاحياء مف

( ATD)يف اعتمادا عمى كجكد الأدينكسيف ثلاثي الفكسفات ـاتلكمكاكالأمكنيا إلى  الكمكتاميت
ضمف التخميؽ الحيكم كالذم يت ، كبذلؾ يمثؿ ىذا الأنزيـ مفتاحا لأيض النايتركجيف(2)

أشارت الدراسات إلى أف أعمى فعالية للأنزيـ في جسـ (. 3) الأمينية كالأحماض لمنيككمكتيد
، (5)خلايا لبائف أخرل فأيضا عزؿ الانزيـ ـ فكقد أمؾ( 4)الإنساف تككف في الدماغ كالكبد 

ف النيتركجيف فإتات أما في النبا(. 6)كىناؾ دراسات أيضا للأنزيـ في خلايا الأحياء المجيرية 
أيكف الأمكنيكـ الممتص في مف الامتصاص المباشر لأيكف الامكنيكـ حيث أف معظـ  يضمف

كفي العقد ( 9)درس الأنزيـ في أكراؽ نبات الطماطـ ( 8,7)حكؿ إلى أحماض أمينية تالنباتات م
ت المتكفرة عف نظران لقمة المعمكما (11)كفي جذكر نبات الرز ( 10)الجذرية لنبات فكؿ الصكيا 
كالس النباتات كخاصة كالس نبات الحبة  أنسجةمف خلايا  GSامكانية عزؿ كتنقية أنزيـ 

كدراسة خكاصو في خلايا كالس نبات  GSالسكداء لذا استيدؼ البحث عزؿ كتنقية جزئية لانزيـ 
  .الحبة السكداء

 
مواد العمل وطرائقه  

  :استحداث الكالس وتنميته
بالكحكؿ الأثيمي ( .Nigella sativa L)بة السكداء حنبات اؿعكمؿ عدد مف بذكر 

مدة سبع دقائؽ  %20لمدة دقيقتيف ثـ بمحمكؿ ىابيككمكرات الكالسيكـ بتركيز  %96بتركيز 
لزراعة البذكر Arnon (12 )كغسمت البذكر عدة مرات بالماء المقطر المعقـ، استخدـ كسط 

 30)مف سيقاف نبات الحبة السكداء السميمة كبعمر  كتنمية البادرات، بعد الانبات استخدمت قطع

MS (13 )كسككؾ  يجكراشـتقريبا، زرعت ىذه القطع عمى كسط ( cm 1)يكما كبطكؿ ( 25 –
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10بتركيز  D – 4 ,2ك  %4الحاكم عمى السكركز بتركيز 
 -6

M
كحضف الكسط الغذائي (. 14)  
 1500 بإضاءةكالمجيزة ( 1ºC±20) الحاكم عمى القطع النباتية في حاضنة النمك بدرجة حرارة

( 35)ظلاـ، استخدـ الكالس النامي بعمر ( h 8)ك  إضاءة( h 16)لككس كيتعاقب يكمي لمدة 
.  يكما في التجارب اللاحقة

 
ين سنثتيز وتنقيته ماتاستخلاص أنزيم الكمو

: الاستخلاص
 ليو يكما، أضيؼ إ 35مف كالس نبات الحبة السكداء بعمر  ان غراـ( 50)استخدـ 

(100 cm ) مف المحمكؿ المنظـ ترس بتركيز(50 mM )سحقت الخلايا ( 2.7) يةكبدالة حامض
كأكمؿ سحؽ كتحطيـ الخلايا باستخداـ جياز (. 4ºC)كف خزفي مبرد بدرجة حرارة افي ق

.  ثانية كلمدة نصؼ ثانية/ ذبذبة  20000الترددات فكؽ الصكتية بتسميط 
 

قياس الفعالية  
يكما بكاسطة  35يف سنثتيز المستخمص مف الكالس بعمر ـاتانزيـ الكمك تـ قياس فعالية

فات المتحررة يف كتـ حساب كمية الفكسـاتالكمك ؽقياس كمية الفكسفات المتحررة مف تفاعؿ تخمي
باستخداـ جياز المطياؼ الضكئي عند الطكؿ المكجي  لمفكسفات مالقياس اعتمادا عمى المنحني

600nm (15) المعزكؿ مف كالس نبات في تقدير كمية البركتيف ( 16)ة لاكرم استخدمت طريؽ
.  الحبة السكداء

 

تنقية الأنزيم  
كلمدة  3600xgعزؿ الرائؽ عف الراسب باستخداـ جياز الطرد المركزم المبرد بسرعة 

ىا الصمبة كبتشبع لتحابإضافة كبريتات الأمكنيكـ إلى المستخمص الانزيمي  تتـك. نصؼ ساعة
 3600xg، بعد ذلؾ فصؿ الراسب عف الرائؽ بجياز الطرد المركزم بسرعة (%70-0)كامؿ 
دقيقة أذيب الراسب بالماء المقطر، أجريت عممية الفرز الغشائي باستخداـ أنابيب  35كلمدة 

سخدمت مادة اليلاـ مف نكع كا 48hكلمدة ( 4ºC)ة بدرجة حرارة حالسميكفاف النصؼ ناض
سنثتيز عف لفصؿ الكمكتاميف    (45cm × 2.6)الأبعادذك الفصؿ كعمكد  G-200كس السيفاد

بقية الأنزيمات، كبعد كؿ خطكة مف خطكات التنقية ثـ تقدير كمية البركتيف كقياس فعالية الأنزيـ 
.  حسب الطرؽ المذككرة سابقان 
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النتائج والمناقشة 
استحداث الكالس وتنميته  

سيقاف بادرات نبات الحبة كجد اف افضؿ كسط لاستحداث كنمك الكالس مف قطع 
 10بتركيز  D-2.4كالمضاؼ إليو ( 13)المعقـ  MSالسكداء ىك كسط 

-6
 M  كما ذكر سابقان

يكما مف بدء الزراعة القياسية، مما  35كالكالس النامي بدا ىشا مفكؾ الخلايا كلاسيما بعد ( 14)
(.  17)سيؿ عممية استخلاص أنزيـ الكمكتاميف سنثيتز كتنقيتو 

 

ة للأنزيم  ئيية الجزالتنق
إلى زيادة في الفعالية النكعية لأنزيـ الكمكتاميف سنثيتز في الرائؽ ( 1)يشير الجدكؿ 

بفاعميتو في المستخمص الخمكم غير المنقى مما يدؿ عمى كجكد الأنزيـ  ةن بمقدار مرتيف مقارف
سطة الترسيب أدت التنقية بكا(. 18)في السايتكبلازـ كغير مرتبط بالأغشية الخمكية  الحر

أدت عممية  في حيف، (%60-50)بكبريتات الامكنيكـ الحصكؿ عمى أعمى فاعمية للأنزيـ بتشبع 
الأملاح  ةزاؿإ إلىذلؾ مرة كيعكد  10زيادة الفعالية النكعية للانزيـ بمقدار  إلىالفرز الغشائي 

.  كالمكاد ذك الأكزاف الجزئية الصغيرة مف محاليؿ الأنزيـ
 كس دة بالازدياد عند استخداـ عمكد الفصؿ الحاكم عمى السيفاكاستمرت الفعالي

G-200 ككجد أف قيمة الكزف الجزيئي . ة بالمستخمص الخمكمفمرة مقار 37ازدادت بمقدار  فقد
تقريبا  Da 50000 ػؿ للأنزيـ الكمكتاميف سنثتيز المستخمص مف كالس نبات الحبة السكداء مساكوٍ 

ة لقيمة الكزف كىذه القيمة مقارب( 1الشكؿ )لكمة الكزف الجزئي بالمقارنة مع مركبات بركتيف مع
alfalfa (19  .)الجزيئي لأنزيـ الكمكتاميف سنثيتز المستخمص مف نبات 

 
المنقى جزئيا من الكالس   (GS)الية أنزيم الكموتامين سنثتيز عتأثير بعض العوامل عمى ف

تأثير تركيز الأنزيم  
 كبمغت( الانزيـ)البركتيف ازدادت بزيادة تركيز  (GS)يـ الية أنزعأف ؼ( 2)يبيف الشكؿ 
ما بركتيف، كانخفضت الفعالية تباعا بعد ذلؾ، كىذا يتطابؽ مع  80µgأعمى فعالية بكجكد 

( 20)أشارت إليو البحكث الأخرل مف حيث ككف فعالية الأنزيـ تتناسب طرديا مع تركيز الأنزيـ 
.  جميع التجارب اللاحقةمف الأنزيـ في  80µg كقد استخدـ تركيز
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وفعالية الانزيم   زمن التفاعلالعلاقة بين 
كضحت النتائج بأف فعالية الأنزيـ المنقى جزئيا مف الكالس ازدادت خطيا مع زيادة فترة 

مف بدء التفاعؿ ثـ أعقبيا انخفاض في  min 15التحضيف لحد معيف كبمغت أعمى حد ليا بعد 
  (.3الشكؿ )الفعالية 

 
تأثير درجة الحرارة  

بالأنزيـ كمما ازدادت درجة الحرارة  سرعة التفاعؿ المحفزازدياد معدؿ ( 4)يكضح الشكؿ 
حصؿ  30ºC، كعند استخداـ درجات حرارة أعمى مف 30ºCكبمغت أعمى حد عند درجة حرارة 

نتيجة لتفكؾ  (Denaturation)معدؿ بسبب حصكؿ تشكه في طبيعة الأنزيـ انخفاض في ذلؾ اؿ
 الثلاثي لمبركتيف كبالتالي فقداف التركيب فالمسؤكلة ع الأخرلالأكاصر الييدركجينية كالقكل 

كثير مف الأنزيمات المستخمصة اؿملائمة لعمؿ  30ºCكتعد درجة حرارة ( 21) توالأنزيـ لفاعمي
.  (17 ,20)مف النباتات 

 
نوع وتركيز المحمول المنظم  

أف أعمى فعالية تـ الحصكؿ عمييا عند استخداـ المحمكؿ المنظـ الى ( 2)يشير الجدكؿ 
.  مقارنة بالمحمكؿ المنظـ بكتاسيكـ كفكسفيت 7.2 ةكبدالة حامضي 80mMالترس بتركيز 

 
لممحمول المنظم   ةتأثير الدالة الحامضي

لعمؿ الأنزيـ باستخداـ الترس كبكتاسيكـ فكسفيت  ةضية المثاليـكجد أف الدالة الحا
لأنزيـ ة لمدالة الحامضية بكىذه النتيجة مقار (5)شكؿ كما مكضح في ( 7.2)المنظـ ىي 

كىذا يدؿ عمى أف الانزيـ يعمؿ في ( 23,22)الكمكتاميف المستخمص مف كائنات حية أخرل 
الية أعمى مف البكتاسيكـ فكسفيت فع مالكسط المتعادؿ، كأعطى المحمكؿ المنظـ ترس الحامض

.  في جميع التجارب اللاحقة بكصفو محمكلان منظمان المنظـ لذا استخدـ ترس 
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  NH4Clو  ATPو  تتأثير تركيز الكموتامي

عكامؿ مساعدة  NH4Clك  ATPك  الأساسمادة بكصفو اؿ تاستخدـ مركب الكمكتامي
كيبدك كاضحا أف كؿ المكاد السابقة . GSلمثالية لعمؿ أنزيـ كبتراكيز مختمفة لتحديد التراكيز ا

ك  تمنتكف لمكمكتامي –حد معيف، كأف قيمة ثابت ميكيمس  إلىلية الأنزيـ عاأدت إلى زيادة في ؼ
ATP  كNH4Cl  10 × 10مساكية إلى 

-3
M ( 6الشكؿ ) 10 × 2ك 

-3
M ( 7الشكؿ)  ك

0.280 × 10 
-3

M ( 8الشكؿ )ىذه النتيجة ( 24)بيرؾ  –اـ رسـ لينكيفر عمى التكالي باستخد
كسرعة التفاعؿ عندما يككف تركيز الانزيـ  الأساستؤكد بكجكد علاقة طردية بيف تركيز المادة 

ثابتان، فأف زيادة تركيز المادة التي يعمؿ عمييا الانزيـ سينتج عنو في البداية زيادة ممحكظة في 
تزداد سرعة التفاعؿ ببطئ بسبب  الأساسيز المادة سرعة التفاعؿ كفي حالة استمرار زيادة ترؾ

كعميو فاف سرعة التفاعؿ الانزيمي تعتمد عمى  الأساسللانزيـ بالمادة  عدـ تشبع المكاقع الفعالة
المستخدمة بشكؿ كبير بحيث تصبح  الأساس، لكف عند زيادة تركيز مادة الأساستركيز المادة 

غير معتمدة عمى تركيز المادة  الأكلىفاف سرعة التفاعؿ  المكاقع الفعالة للانزيـ مشبعة بالمادة
كأكد ىذا التفسيرفي دراسات عديدة لانزيمات مختمفة كمستخمصة مف كائنات حية . الأساس
(.  22 ,25)مختمفة 

 
الظروف المثالية لعمل الانزيم  

لحبة إف الظركؼ المثالية لعمؿ أنزيـ الكمكتاميف سنثتيز المنقى جزئيا مف كالس نبات ا
(.  3)الجدكؿ  فيالسكداء مكضحة 

 
الظروف المثمى لقياس فعالية أنزيم الكموتامين سنثيتز المنقى جزئيا من كالس نبات الحبة ( 3)الجدول 

  يومااً  35السوداء بعمر 
 

تركيز الأنزيم 
µg 

زمن 
التفاعل 

min 

التركيز والدالة 
الحامضية لمترس  

درجة الحرارة 
Cº 

تركيز 
ت الكموتامي
mM 

 ATPركيز ت

mM 

تركيز 
NH4Cl 

mM 

80 15 
80mM 

pH 7. 2 30 10 2 0.3 
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