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  Appendixes  الملاحق 

  .كغم من بروتین الوافي هولندي المنشأ 1التركیب الكیمیائي لـ) 1( رقم ملحق   

  )18(جدول رقم   

  الكمیة  الوحدة   المادة 
M . E ( C.V.B ) Kcal / Kg 2150  

Protein %  40.00  

Fat %  5.00  

Fibre %  2.00  

Calcium %  5.60  

Lysine %  3.85  

Av.phosphorus %  4.65  

Sodium %  2.30  

Methionine %  3.70  

Meth +cyst %  4.10  

Vitamin A IU/Kg 220.00  

Vitamin D3  IU/Kg  60.000  

Vitamin E  Mg/Kg 600.000  

Vitamin K  Mg/Kg  50.000  

VitaminB1 (thiamin )  Mg/Kg  60.00  

Vitamin B2 (riboflavin)  Mg/Kg  140.00  

Vitamin B6  Mg/Kg  80.00  

Vitamin B12  Mg/Kg  700  

Choline chloride Mg/Kg 5.000  

Iron ( as sulfate ) Mg/Kg 1.000  

Ziac ( as sulfate ) Mg/Kg 1.200  

Manganese  Mg/Kg 1.600  

Copper Mg/Kg 200  

Selenium Mg/Kg 1.000  

Antioxidant Mg/Kg  100  
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شركة   جاإنتمخالیط الفیتامینات والمعادن  منكغم  1التركیب الكیمیائي لـ )2(ملحق
Premix المنشأ هولندي  

  )19( جدول رقم     

  الكمیة  الوحدة   المادة 
Calcium %  23.2  

Phosphorus avail %  9.3  

Lysine  %  1.6  

Methionine %  6.0  

Meth+cyst %  8.0  

Sodium  %  4.9  

Vitamin A IU/Kg 440.000  

Vitamin D3  IU/Kg  120.000  

Vitamin B1  Mg/Kg 120  

Vitamin B2  Mg/Kg 280  

Vitamin B6 Mg/Kg 160  

Vitamin B12 Mcg/Kg 1.400  

VitaminK  Mg/Kg  100  

Biotin  Mg/Kg 4  

Nicotinic acid  Mg/Kg  1.600  

Folic acid  Mg/Kg  40  

Vitamin K3  Mg/Kg  100  

Pantothenic acid  Mg/Kg  640  

Choline chloride Mg/Kg 12.000  

Copper(Cu) Mg/Kg 400  

Manganese  Mg/Kg 3.200  

Iron (Fe) Mg/Kg 2.000  

Zinc  Mg/Kg 2.400  

Selenium Mg/Kg 10  

Iodine  Mg/Kg 40  

Antioxidant(B.H.T.) Mg/Kg 200  

Salinomycine  Ppm 2400  

6-Phytase EC 3.1.3.26(4a6) FYT/Kg 60.000 
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  )3(ملحق رقم  -

  Natt and Herrick solution تحضیر 

 Nattالبیض تم تحضیر لتر واحد من محلول و قبل عملیة قیاس خلایا الدم الحمر
and Herrick   المواد في أدناه إلى لتر من الماء المقطر وحسب طریقة من إضافة

Natt and Herrick solution)1952 (وكما یلي :  

   Natt and Herrick solutionتحضیر ) 20( رقم جدول           

  الكمیة   المادة الكیمائیة 

Nacl 3.88  غم  

Na2SO4  2.50 غم  

Na2 HPO4.12H2O  2.91  غم  

KH2PO4  0.25  غم  

Formalin (37%) 7.5  مل  

Methyl violet 2B  0.10   غم  

ذلك ترج بشكل جید ومن ثم یترك المحلول إلى الیوم الثاني وقبل أن یستعمل یرشح  بعد
  )Campbell ,1995(. بورق الترشیح
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  )4(ملحق رقم  -

  :المحالیل المستخدمة
  ) TBA –Solution(محلول الثایوبارباتیورك  -1

مولا  0,05مل  من الصودا الكاویة بتركیز  100في TBAغم من مادة 0,6ابة یحضر بإذ
  . ویحضر هذا المحلول عند الاستعمال . لي باستخدام القلیل من التسخین 

 Trichloro Acetic Acid Solutionمحلول حامض ألخلیك ثلاثي الكلور  -2

(TCA)   یحضر هذا المحلول بتركیزیین .  
مل من الماء  100في TCAغم من مادة  17,5یحضر بإذابة  ,٪17,5التركیز الأول 

  . المقطر
مل من الماء المقطر 100في TCA غم من ماده 70یحضر بإذابة ) ٪70(التركیز الثاني 

  . ویحفظ في الثلاجة لحین الاستخدام 
  : طریقة العمل

٪ 17,5بتركیز TCAمل من محلول 1مایكرولیتر من مصل الدم ویضاف له 150یؤخذ -1

یرج جیداً تحضن الأنابیب في حمام مائي , إلى المزیج TBAمل من محلول 1یضاف له و 
  . دقیقة  15مغلي بعد غلق فوهاتها بكرات زجاجیة لمدة 

ویترك المزیج بدرجة  ٪70بتركیز  TCAمل من محلول  1تبرد العینات ویضاف الیها -2
  .دقیقة 20مْ لمدة  37حرارة 

دقیقة  ولمدة خمس / دورة  2000الطرد المركزي بسرعة یفصل الراشح باستخدام جهاز  -3
  . دقائق

باستخدام المطیاف الضوئي ) 532ɳm(تقرأ الامتصاصیة عند طول موجي قدره  -4
(UV/Vis) Spectrophotometer/PyeUnicam PU800) ویحسب مستوىMDA  

  :حسب المعادلة الآتیة 
  

  
 التخفیف معامل×  

  EO*L التخفیف

 ɳm 532العینة عند 

 )مایكرو مول( الدھاید تركیز المالون داي 
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L=Lightpath (1cm)                                                                                                                                         
EO=Extinction coefficient 1.56 * 105- mol-1  cm -1                                                           

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 =6.7 
0.15 

1 ml vol.used in ref 

 =   معامل التخفیف
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  )5( ملحق رقم -
  :في نسیج الخصیة و الكبد )GSH(الكلوتاثایون  تقدیر

من خلال قیاس مستوى  والكبد الخصیةي تم قیاس حالة مضادات الأكسدة في نسیج
  ).1979(وآخرون Mornoوفقا لطریقة ) GSH(الكلوتاثایون 

  :المحالیل المطلوبة 

) ملي مول  50(غم   6.057یحضر بإذابة  Tris buffer solutionمحلول  - 1
مل من  900في Tris methyl amino methanhydroxy NH2C(CH2OH)3من

) EDTA(من ) مول  مل 0.1(غم  0.0292الماء المقطر، ثم یضاف إلیها 
Ethalendiamine tetra chloro acetic acid   ویكمل الحجم إلى لتر بالماء المقطر

  .ویحفظ في الثلاجة لحین الاستخدام   7.6مع ضبط الأس الهیدروجیني عند

 (TCA) (Trichloro acetic acid)حامض ألخلیك ثلاثي الكلور  %)25(محلول  - 2
  .مل من الماء المقطر وحفظ في الثلاجة  100في  (TCA)غم من   25وحضر بإذابة

غم من مادة   2.55یحضر بإذابة) Imedizole(امیدازول ) مول 0.15(محلول  - 3
ویحفظ  7.4الأس الهیدروجیني عند مل من الماء المقطر، مع ضبط  250الایمیدازول في 

  .في الثلاجة 

- DTNB (5-5Dithio bis -2(nitro benzoic acid)) (ملي مول3(محلول  - 4
مل من محلول دارئ  100في  DTNBغم من مادة  0.1189 یحضر هذا المحلول بإذابة

  .الایمیدازول ویحضر هذا المحلول في یوم الاستعمال ویحفظ في الثلاجة

  : طریقة العمل

 Teflon(غم من النسیج الرطب ویوضع في الأنبوبة الخاصة بجهاز المجانس 1وزن  -1
homogenizer ( وتوضع هذه الأنبوبة . مل من محلول التریس بفر البارد 10مع إضافة

دقیقة /دورة 400في المكان المخصص لها في جهاز المجانس، ثم شغل الجهاز بسرعة 
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سیج مع تحریك مقبضي الجهاز صعودا ونزولا ثانیة وحسب نوعیة الن 60  - 15ولمدة 
  .ثانیة 15مرتین كل 

البارد إلى واحد ملي لتر من المحلول  TCA25%مل من محلول  0.25أضیف   -2
 .المتجانس مع المزج الجید 

  .دقائق 10دقیقة ولمدة /دورة 3000فصل الراشح باستخدام جهاز الطرد المركزي بسرعة   -3

مل من دارئ الایمیدازول  1هنبوبة اختبار وأضیف إلیمل من الراشح إلى أ 0.2 سحب  -4
 البارد  DTNB مل من محلول 0.1 مل من الماء المقطر، وأضیف 1.7 وأضیف إلیه

بعد ذلك تم قراءة الامتصاصیة لكل عینة بوساطة جهاز قیاس الطیف الضوئي عند طول   -5
 GSHواستخراج تركیز  DTNBبعد ثلاث دقائق من إضافة  ɳm 412موجي قدره 

 .باستخدام منحنى قیاسي معد لهذا الغرض 
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  )6( ملحق رقم -

  :في نسیج الخصیة و الكبد) MDA(تقدیر المالون داي الدیهاید 

لتقدیر مستوى ) 1984(وآخرین  Gilbert استخدمت الطریقة المتبعة من
والذي یمثل احد ) MDA(بیروكسیدة الدهن في الأنسجة وذلك من خلال قیاس مستوى 

واتج عملیة بیروكسیدة الدهن في الأنسجة ویعتمد هذا التفاعل بین بیروكسیدات الدهن ن
 TBA (Thiobarbituric Acid(وبین حامض الثایوبارباتیوریك  MDAبشكل رئیسي 

  ) .Ph(على الأس الهیدروجیني 

  :المحالیل المطلوبة 

  ویحضر كما ذكرناه سابقا  Tris buffer solutionمحلول  - 1

  :saline/azide(Peroxidizing(لول الملحي المؤكسد المح -2

ملي  Sodium azide )2ملغم من أزاید الصودیوم   130.02حضر هذا المحلول بإذابة
في لتر واحد من محلول كلورید الصودیوم الفسلجي وحفظ هذا المحلول في الثلاجة ) مول 

  .لحین الاستعمال 

  : Peroxidizing solutionالمحلول المؤكسد  -3

% 30ذي تركیز H2O2مایكرولیتر من 10یحضر هذا المحلول یوم الاستعمال بإضافة 
  .مل من المحلول الملحي المؤكسد  9.09إلى 

 Trichloroالكلورمحلول ارسنیت الصودیوم المذاب في حامض ألخلیك ثلاثي  - 4

acetic acid (TCA)/Sodium arsente solution  :  

 90مول في ) 0.1(غم من ارسنیت الصودیوم   1.2991ةیحضر هذا المحلول یومیا بإذاب
مل  100وأكمل الحجم إلى) (TCAغم من  28مل من الماء المقطر، ثم یضاف ألیه 

  .بالماء المقطر وحفظ بالثلاجة لحین الاستعمال 

  :محلول حامض الثایوباربیتیوریك مع الصودا الكاویة  - 5
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مل من الصودا الكاویة  100في%) TBA) (1(غم من  1حضر هذا المحلول بإذابة
في لتر من الماء المقطر  NaOHغم من هیدروكسید الصودیوم  2المحضرة سابقا بإذابة

  .ویحتاج هذا المحلول إثناء تحضیره الى القلیل من التسخین ویكون تحضیره یوم العمل 

  :طریقة العمل

ثم . مراتب عشریة غم من نسیج الخصیة أو الكبد بوساطة میزان حساس لأربع 1وزن  - 1
ثم  B-Telfon homogenizerوضع النسیج في الأنبوبة الخاصة بجهاز المجانس 

مل من محلول التریس البارد، وبعد وضع الأنبوبة في المكان المخصص  10یضاف إلیه 
من %25دقیقة وهي تمثل /دورة 400لها بجهاز المجانس یتم تشغیل الجهاز على سرعة 

ثانیة حسب نوعیة النسیج  60- 15دقیقة ولمدة /دورة  1600لبالغة السرعة القصوى للجهاز ا
  .ثانیة  15مع تحریك مقبضي الجهاز صعودا ونزولا مرتین كل 

مل من  0.5مل من المحلول المتجانس إلى أنبوبة اختبار وأضیف إلیه  0.5اخذ  - 2
ائي بدرجة حرارة المحلول المؤكسد البارد لیبدأ التفاعل مع الرج الجید، ثم توضع في حمام م

  .دقیقة   15- 10مْ لمدة 37 

مل من محلول ارسنیت الصودیوم المذاب في حامض   0.5تم إیقاف التفاعل بإضافة - 3
  .ألخلیك ثلاثي الكلور بعد مزجه جیدا 

دقائق  10دقیقة لمدة /دورة 3000فصل الراشح باستخدام جهاز الطرد المركزي بسرعة  - 4
  .، ویوضع في أنبوبة اختبار زجاجیة مل من الراشح 1ومن ثم یسحب 

  .مع الرج الجید  TBAمل من الماء المقطر، وكذلك من محلول  0.25یضاف  - 5

   .دقیقة 15توضع الأنابیب في حمام مائي مغلي،بعد سد فوهاتها بكرات زجاجیة لمدة  - 6

قُرِئَت الامتصاصیة لكل عینة بوساطة جهاز قیاس الطیف الضوئي عند طول موجي  - 7
، وحسبت تراكیز ɳm  453ثم تعاد القراءة عند طول موجي آخر مقداره .ɳm 532قداره م

MDA  وفق المعادلة الآتیة:  
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–العینة  Blank OD 532   (–%20  )OD 453–العینة  MDA )=OD532كمیة 

Blank OD 453.(   

ویحسب ) ExtentionCofficient )1.56×10باستخدام   MDAبعد ذلك تم تقدیر كمیة
MDA ـــــ ب nmol/gram tissue.  
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  )7( ملحق رقم -
  :طریقة تحضیر المقاطع النسیجیة 

 %)10(بعد ذبح الطیور تم استئصال ووزن خصیة واحدة ونصف الكبد وحفظت بالفورمالین 
لمدة یومین لغرض تحضیر المقاطع النسیجیة حسب ) 21(المبین تركیبه في الجدول رقم

  ).Luna)1968طریقة 

 Buffered Neutral Formalinالتركیب الكیمیاوي لمحلول ) 21(جدول رقم  
Solution   
100 ml 37- 40%  formalin  

900 ml Distilled water   

4.0 gm Na2 HPO4  

6.5 gm Na H2PO4  

   -:وبعد إتمام عملیة التثبیت یتم إخراج النسیج من المثبت ومعاملته وفق الخطوات الآتیة
  .دقائق  10بماء حنفیة هادئ لمدة  غسل النسیج -
تمریر النسیج في تراكیز تصاعدیة من الكحول الاثیلي بهدف سحب الماء من النسیج إذ  -

لمدة ساعتین لكل  ٪100٪ و 90٪ و 80٪  و70٪ و 50مرر في كحول اثیلي بتركیز
 .تركیز وبمقدار تمریره لكل ساعة 

ریرتین لإتمام الترویق بصورة جیدة تمریر النسیج في الزایلول لغرض الترویق وعلى تم -
 .وسحب الماء المتبقي في النسیج 

م في داخل فرن إذ  ْ 60نقل النسیج بعد ذلك إلى شمع البرافین المنصهر بدرجة حرارة  -
وضع النسیج في وعائین من الشمع المنصهر لمدة ساعة ونصف لكل وعاء لغرض تشبیع 

 .النسیج بالبرافین 
والب صب الشمع بهدف الحصول على مكعبات شمعیة جاهزة بعد ذلك طمر النسیج في ق -

یثبت .بعد أن تجرى لها عملیة النحت وإزالة الأجزاء الزائدة من مكعب الشمع , للقطع
یضبط سمك القطع , المكعب في المكان المخصص له في جهاز المایكرو توم الدوار 

قة جدا وقد تكون مایكرون وتجرى عملیة التقطیع ونحصل منها على شرائح رقی 4على
 .ملتویة 
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م للتخلص من الانثناءات  ْ 40تفرش هذه الشرائح الرقیقة على سطح ماء بدرجة حرارة  -
 .والانطواءات 

یتم اصطیاد هذه المقاطع باستخدام شریحة زجاجیة نظیفة ومدهونة بالكلیسیرین وبیاض  -
 :للخطوات الآتیة  البیض وبعد التثبیت وجفاف الشریحة تم التصبیغ في الیوم التالي وفقا

  وضع الشرائح الزجاجیة في الزایلول لمدة نصف ساعة لإزالة الشمع  .1
 .وضع في كحول اثیلي مطلق لمدة  دقیقتین  .2
 لمدة  دقیقة  ٪90وضع في كحول اثیلي   .3
 لمدة  دقیقة  ٪70وضع في كحول اثیلي   .4
 وضع في الماء المقطر لمدة دقیقتین   .5
 دقیقة  30- 15لهیماتوكسلین لمدة وضع الشرائح الزجاجیة في صبغة ا  .6
 دقائق  10وضع الشرائح الزجاجیة في الماء العادي لمدة   .7
 تغطس الشرائح غطستین أو أكثر في الكحول الحامضي   .8
 دقائق  10وضع الشرائح في ماء حنفیة جاري لمدة   .9

 وضع الشرائح في الماء المقطر لمدة دقیقتین .10
 دقائق  5-2وضع الشرائح في صبغة الایوسین لمدة  .11
 عدة ثواني  ٪70وضع الشرائح في الكحول الاثیلي  .12
 نصف دقیقة ٪ 90وضع الشرائح في  كحول الاثیلي .13
 وضع الشرائح في  كحول مطلق لمدة دقیقتین .14
لیتم .وضع الشرائح بالزایلول لمدة نصف ساعة للحصول على شرائح خالیة من الشوائب  .15

الشریحة باستعمال غطاء شریحة زجاجیة عن في الآخر تغطیة المقاطع النسیجیة المثبتة على 
   .لتصبح بعد ذلك جاهزة للقراءة  DPXطریق تثبیته باستخدام مادة 
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  )8( ملحق رقم -
  :٪1تحضیر صبغة الایوسین 

 Stock Alcoholic Eosin%1 الایوسین  تحضیر )22(جدول رقم    

1gm Eosin Y, water soluble 

20 ml Distilled water  

80 ml Alcohol ,95 

  
ویضاف مقابله ثلاثة أحجام من    Eosin stock solutionوذلك بأخذ حجم واحد من 

Alcohol ,80% , مل من حامض الخلیك الثلجي لكل  0,5یضاف لهذا المزیج بعد ذلك
  . مل من خلیط الصبغة وتمزج جیدا لغرض زیادة حدة الصبغة  100
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  )9( ملحق رقم -

  :الهیماتوكسلین  طریقة تحضیر صبغة
  :تحضر الصبغة من المواد الآتیة ) 23(جدول رقم 

5 gm Hematoxylin crystals 

50 ml Ethanol 100% 

100 gm Potssium alum  

1000 ml Distilled water  

2.5 gm Mercuric oxide  

  
دة بالماء المقطر وبمساع) Potssium alum(یذاب الهیماتوكسلین في الكحول ویذاب أل

وبعد إن یبرد یمزج المحلولان سویة ویوضع هذا المزیج على النار إلى أن یبدأ . الحرارة
بالغلیان ویفضل أن یغلي لمدة لا تقل عن دقیقة وبعد أن یرفع عن الحرارة یضاف 

بعد ذلك , ببطء ویعاد تسخین المزیج على النار حتى یصبح داكن  Mercuric oxideإلیه
عند ذاك تصبح الصبغة جاهزة . توضع في ماء بارد حتى تبردترفع الصبغة عن النار و 

مل من حامض الخلیك الثلجي لزیادة حدة الصبغة في الأنویة  4- 2للعمل ویراعى إضافة 
  ). Luna  ,1968(ویفضل ترشیح الصبغة قبل الاستعمال 

  


