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GENETIC ENGINEERING  الوراثالهندسة  

 مقدمة

عقدين الماضيين ثورة  شهدت حقول الوراثة وعلم الأحياء الجزيئي والكيمياء الحياتية خلال

الكثير من الأسرار معرفة  هائلة غيرت الكثير من المفاهيم الحيائية وفتحت الابواب واسعة

ي . لم تكن هذه ثستوى الورام ف طبيعة الكائن الحي وخاصة علىشالخافية التي لازالت تك

كرة نظرية واحدة ، وانما كانت انبثاق فالثورة وليدة اكتشاف تقنية منفردة أو ناتجة عن 

 او  ةالهجيني    و کلونة الجبينورها الأساس هو مح نتيجة تطوير مجموعة من التقنيات

     الدنا ةتقنياو   تقنية الهندسة الوراثيةتعرف بمجموعها الجينية  تطويع الجين

Gene cloning  ♠  

Gene manipulation ♣   

 Recombinant DNA technolog ♥  

  Gentic engineering ♦          

 

تغيير اجل  ي لكائن معين منثتوى الوراحعلى انها التلاعب بالم تعرف الهندسة الوراثية

الوراثية  فی المادةالوراثية . يشمل هذا التعريف العام كل الطرق التي من شأنها  ادتةم

والطرق الوراثية التقليدية الأخرى مثل  تربية الحيوانات والنباتاتطرق  عن للكائن مثل

تزاوجات في الأحياء المجهرية فضلا عن تقنيات الهندسة  أحداث الطفرات الوراثية

الدنا الهجينية التي تعتمد على تكوين بني وراثية جديدة تقنية  الحديثة التي تعرفالوراثية 

بما أن ظهور  تبار ) خارج الخلايا (خاثية مختلفة في أنايب الأور عن طريق ربط مواد

ة لتغيير البني الوراثية فأنه ثديالح مصطلح الهندسة الوراثية كان متزامنا مع تطور التقنيات

 ل للإشارة إلى هذه التقنيات غالبا ما يستعم
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Animal and plant breeding ♠ 

 

الحديثة  هذا الأساس سيستخدم هذا المصطلح في هذا الكتاب للاشارة إلى هذه التقنياتعلى  

يعد حقل الهندسة الوراثية واحدا من احدث الحقول  وليس إلى التقنيات التقليدية الأخرى

مع بداية عقد السبعينات من هذا القرن . لقد نال هذا بدايته الحقيقية  العلمية حيث كانت

اهتماما كبيرا جدا ليس على المستويات العلمية فحسب وانما على المستويات  الموضوع

 والسياسة والدينية أيضا، وأثير حوله الكثير من الجدل والنقاش بين مؤيد متحمس الاجتماعية

النقاش  ثية يستحق فعلا الكثير منوعا مثل الهندسة الوراضوبين معارض حذر . ان مو

معلومات  وراثية جديدة عن طريق اضافة أو حذف یوالجدل لأن الأساس فيه تكوين بن

الطبيعية. لذا يؤكد  وراثية معينة لانتاج احياء ذات مواصفات جديدة تختلف عن مواصفاته

في سلالات كفؤة ومفيدة   المتحمسون على ضرورة تطوير هذا الموضوع للحصول على

تحسين السلالات وجعلها اكثر  انتاج العديد من المواد الطبية والصناعية المهمة، اضافة الى

يعترض القسم الاخر على  مقاومة للأمراض والظروف المناخية القاسية ، في حين

جديدة ذات مواصفات مدمرة  الاستمرار في تطوير هذا الموضوع خوفا من تكوين کائنات

يمة يمكن أن تلحق اضرار جس

                                                                                                       للانسان

                         

 

القدم وتمتد بعيدا إلى  على الرغم من حداثة هذا الموضوع، الا أن فكرته الأساسية غائرة في

والحضارة الإغريقية، فقد كان  الرافدين ووادي النيلفجر الحضارات مثل حضارات وادي 

الذي يحمل كل المواصفات الحميدة  الانسان تواقا ومنذ الأزل للحصول على الكائن الخارق

ملحمة كلكامش العراقية والثيران المجنحة في  اتيالتي تحملها الكائنات المختلفة . ان شخص

مخلوق خرافي مكون  ا )ريميمصرية، والكاالحضارة ال ي الهول فيبالحضارة الاشورية، وا

( في الأساطير الإغريقية القديمة ماهي الا دلائل  یافع من رأس اسد وجسم عنزة وذيل

ومنذ فجر الحضارات في الحصول على الكائن الخارق. لم تغب  واضحة على تفكير الانسان

تقدم العلوم بالكائن الخارق عن ذهن الانسان على مر العصور . و فكرة الحصول على

العلمية الوراثية استمرت المحاولات للوصول إلى الهدف المنشود . الا أن  وتوفر الوسائل

يحمل صفات وراثية مشتقة من انواع مختلفة وذلك لعدم امكانية حدوث   حاجز النوع

ين السلالات على تبادل سالأفراد العائدة لانواع مختلفة، وهذا اقتصر تح التزاوج بين
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لمرغوبة المتواجدة في افراد النوع الواحد فقط . ظل حاجز التوع صامدا أمام ا  الصفات

  من المحاولات لاجتيازه إلى أن تطورت تقنيات الهندسة الوراثية الحديثة التي مكنت الكثير

                                            

مختلفة  دة مشتقة من انواعوراثية جدي یالانسان من تجاوز هذا المانع الصعبه وتكوين بن

العديد من  وهنا حدث الأنعطاف الكبير الذي غير الكثير من المفاهيم الحياتية واوضح

ا لاتقتصر فائدة الهندسة الوراثية على  الأسرار الفافية واضاف بادا جديدا للمعرفة الانسانية

للتعرف على مرغوبة حسب. فقد كانت وسيلة ممتازة  انتاج كائنات جينية ذات مواصفات

بناء ووظيفة الجين التي اغنت المعرفة  یوبالذات تلك التي تخ الكثير من الأسرار العلمية

المعلومات التي ستكون وبالا شلة ذات فائدة كبيرة في التعرف على  الانسانية بكثير من

                                                        الحي بشكل افضل  طبيعة الكائن

 

. 

 كلونة الجين -1

إت الجينها لخلا ين المحور الأساس في تقنية الهندسة الوراثية حيث تنقل منجتعد کلونة ال

ية جديدة ثاتحادات ورا على انها عملية تكوينلجين کلونة ا  فيتعريمكن من كائن إلى آخر، 

مناسبة    ا منتج خارج الخلية بطريقةا دنعن طريق غرس جزيئات  طريقة مناسبة (  بأي 

ن اخر لايحتوي ئمناسب ليتسني ادخالها إلى كا في بلازميد او فايروس او اي ناقل کلونة

يؤكد هذا  التكاثر المستمر في المضيف الجديد.ها اصلا مثل هذه الجزيئات بحيث يمكن

التعريف على نقطتين مهمتين. الأولى هي امكانية ادخال قطعة دنا غريبة إلى كائن لايحتويها 

اصلا وهذا يعني امكانية تجاوز حاجز النوع بحيث يمكن نقل الجينات من كائن معين الى 

اي كائن آخر حتى لو كان عائدا إلى نوع مختلف تماما. أما النقطة الثانية التي يؤكد عليها 

خلايا المضيف على نسخة أو أكثر من  في المكلونة اتالتعريف فهي امكانية اكثار الجين

ين فائدة كبيرة حيث يمكن من خلالها الحصول على جال عملية اكثارللون . أن ين المكالجا

كليوتيداتويالمرغوب يمكن استعمالها لأغراض تحديد تتابع ن كميات هائلة من الجين  او   

خارج الخلايا راجراء عمليات التطفي in vitro mutagensis في التلاعب  DNA  او 
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sequencing     , تتابع الجين  او أخرى مفيدة في تقنيات الهندسة الوراثية لأغراضاو  

ي                                       ذي مواصفات افضل من الجين الاصل للحصول على جين

                                                                                     

 

 الخطوات الأساسية لكلونة الجين

الوصول إلى الهدف  تمام عملية کلونة الين يجب توفر وسائل مختلفة يمكن من خلالهلا

الحيوانية في خلية بكتريا ويلاحظ  المنشود . يوضح الشكل اسا مخططا لكلونة احد الجينات

 من هذا المخطط لوسائل المختلفة المطلوبة لاجراء تجربة 

 

-: الكلونة وهذه الوسائل هي  

  جزيئة الدنا المرغوب کلونتها، ويطلق على هذه الدنا مصطلحعزل وتنقية  -1

 passenger DNA او الدنا المسافرة forign DNA  الغريبة target DNA الهدفالدنا 

 او الدنا

خلايا البكتريا وخلايا حقيقية النواة )  طورت طرق عديدة لعزل الدنا الكروموسومية من

تكسير جدران الخلايا ) البكتيرية والنباتية ( بشكل  نباتية وحيوانية ( وتعتمد جميعها على

الكروموسومات ومن ثم فصلها عن باقي مكونات الخلية الأخرى  هاديء لأيؤثر كثيرا على

 ,                            مختلفة تضمن الحصول على جزيئات الدنا بصورة نقي باتباع طرق

  

الغربية بهذا  ارة نقية ليتم ربط قطعة الدنتوفر ناقل کلونة مناسب والحصول علية بصو -2

استخدام المناسب منها حسب نوع  الناقل. تتوفر في الوقت الحاضر نواقل کلونة مختلفة يمكن

البلازميدات والفايروسات. طورت طرق عديدة لعزل  ة ومعظم هذه النواقل مشتقة منبالتجر

هذه النواقل بشكل نقي ملائم وتنقية نواقل الكلونة بحيث يمكن من خلالها الحصول على 

                                                                                                                       الكلونة لتجارب
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صغيرة  يجب توفر وسيلة مناسبة لتقطيع جزيئة الدنا الغريبة للحصول على قطعة دنا -3  

مرة واحدة لجعله مناسبا  تحتوي على الجين المرغوب ، وكذا لقطع ناقل الكلونةقابلة للكلونة 

تقطيع جزيئات الدنا بشكل مسيطر عليه ممكنة  لاستقبال قطعة الدنا الغريبة امه من عملية

تتميز هذه الأنزيماتبقابليتها على التعرف على تتابعات معينة من  التقييد بعد كتر از انزيمات

ومن ثم تقطع الجزيئة قرب هذه التتابعات الانتاج قطع دنا في  افي جزيئة الدن النيوكليوتيدات

خلال  خلايا البكتريا ، مما يعني امكانية التحكم في عملية تقطيع جزيئات الدنا من

                 التقييد الملائم انزيماختيار

الجزيئة  الكلونة لتكوينيجب توفر وسيلة مناسبة لربط قطع الدنا الغريبة مع ناقل  -4    

 أن اكتشاف أنزيم لايكيز الهجينة

 DNA اطريق إعادة بناء الأسرة الفوسفاتية ثنائية الايستر، جعل ربط قطع الدن الدنا

Ligase مكنا، وبهذا اصبح مالمختلفة  الذي يعمل على ربط قطع الدنا مع بعضها عن

اصلا في  توجدينة لاهجت يئازجلتكوين  بالإمكان ربط قطع دنا مشتقة من مصادر مختلفة

 الطبيعة

لانه من  جزيئات الدنا وذلك وربط قطيعراقبة عمليات تلمو يجب توفر وسيلة بمناسبة  -5

تقطيع جزيئة الدنا ام لا  قادرا علىالمستعمل التقييد  زيمإذا كان إن مافي عرفةمجدا روري ضال

الدنا الناتجة عن  طعفة عدد قمعرالضروري  قبل الاستمرار في تجربة الكلونة ، كما أنه من

على ذلك فان التاكد من علاوة  صلاحيتها للكلونة المعرفة  عملية التقطيع وتقدير حجومها

 د أمرا مهما قبل الاسترسال فيعالربط بين قطع الدنا الغريبة وناقل الكلونة ي حدوث عملية

بتها قلايمكن مرا اختبار التجربة. كما أن عملية القطع والربط التي تجري عادة في انبوبة

اية  -هذه العمليات، تتم مراقبة  ، للتأكد من حدوثىبصريا لذا وجب استخدام طرق اخر

وز أو هلام راكلام الأهالترحيل الكهربائي في  القطع والربط في الوقت الحاضر باستخدام

  - polyacylamid  Agaros  لامايداكر وليبال

رقيقة من الهلام، وبعد امرار التيار الكهربائي ستتحرك الدنا إلى طبقة  تضاف جزيئات حيث

على  الدنا المختلفة إلى مسافات تتناسب مع اوزانها الجزيئية مكونة حزما منفصلة قطع

 الهلام يمكن تحديد اعدادها واحجامها بسهولة
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Fig 1 Agarose gel 

 

Fig2 Polyacrylamide gel                               

 

يجب توفر وسيلة  عمليات الربط إلى خلايا الكائن المضيف بحيث يمكن لهذه الجزيئات أن 

نديم نفسها في المضيف الجديد  يمكن من خلالها ادخال الجزيئات الهجينة الناتجة عن

اكثر الطرق المستخدمة في إدخال الجزيئات  وتتوارث بثبات بين الأجيال المتعاقبة . من

اخرى يمكن  يثوطريقة التحول بالعا علاوة على طرق التحولالهجينة هي الطريقة 

لأجل زيادة كفاءة ادخال الجزيئات  استخدامها في حالة تعذر استخدام الطريقتين السابقتين

طرق التحول والتحول بالعائي لأستعمالها  العديد من الهجينة إلى خلايا المضيف ، طورت

                                                                                                            المختلفة مع المضايف

بعد ادخال  ين المرغوب وتمييزها عنجالأنتقاء الخلايا المستقبلة للجزيئة الهجينة العاملة لل

 الأعداد الهائلة من الخلايا الجزيئات الهجينة إلى خلايا المضيف يجب توفر طريقة ملائمة

طرق للأنتقاء المباشر وغير المباشر التي  طورت عدة ،یرخالمستقبلة للجزيئات الهجينة الأ

بعد ا صول على  المرغوبة بسهولة وكفاءة عالية يمكن من خلالها انتقاء الخلايا الهجينة

على للحصول ، بمنا س یزرع الخلايا الحاوية على الجين المكلون يمكن انماءها في وسط
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هائلة من نسخ الجين المرغوب  اخر سيتم الحصول على اعداد یمعنباعداد هائلة منها ، و

وعندها سيكون من السهولة عزل الجين  الذي يوجد بشكل نسخة واحدة في الكائن الأصلي ،

المختلف    المكلون من هذه الخلايا والحصول علية بكميات كبيرة مناسب لاجراء الدراسات

 علية 

 

 

Fig 3 Cloning of bacteria 
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 التقنيات الاخرى :-

 

فحسب وانما  ةنلاتقتصر تقنيات الهندسة الوراثية على تلك المستخدمة في تجارب الكلو

المنشود في  تشمل تقنيات اخرى مهمة وضرورية لاكمال الصورة والوصول إلى الهدف

ين جمن خلالها دراسة ال ينجبعد الحصول على التجارب الكاملة. تستخدم هذه التقنيات عادة 

 التجربة  الوظيفية علاوة على تطويعه بالشكل الذي يخدم هدف كلون من الناحية البنائيةمال

DNA sequencing التي يمكن بواسطتها تحديد تتابع 

 

بشكل دقيق مما ساعد في  التي يمكن بواسطتها تحديد تتابع النيوكليوتيدات الجين المكلون

جين ووظيفته وعصت أجرية واضحة حول  بيفي ترک تحيط كشف الكثير من الأسرار التي

کانت تدور حول طبيعة عمل الجينات. من التقنيات المهمة  العديد من التساؤلات التي

  التطفير خارج الخلية التي يمكن بواسطتها احداث طفرات وراثيةالأخرى هي تقنية

ان مايميز هذه الطريقة عن طرق  معاملات خاصة تجري في أنبوبة الأختبار قيطرعن  

حيث  التطفير التقليدية التي تحدث عادة داخل الخلايا هوخضوعها الكامل لسيطرة الباحث

 in-vitorواحد معين بدون التاثيرعلى على متتابعات الأخرى ،  ديوتيوکلييمكن تغيير ن

retagensis  احداث طفراتالتي يمكن بواسطتها 

بالشكل الذي يريده الباحث ،  الحصول طفرات مرغوبة وبهذا يمكن من خلال هذه التقنية   

علاوة على  ت هذه التقنيات في تحسين المعلومات حول طبيعة وظيفت الجينوقد ساهم

اخرى من اجل الحصول على  موصفات الجين المكلون باستخدام تقنيات فائدتها في تحسين

                                             وهذا هو احد الأهداف الرئيسية لتقنية الهندسة كميات كبيرة من ناتجة معدلات التعبير الجيني 

expression rate      الوراثية 

 تطبيقات الهندسة الوراثية :- 

اغناء المعرفة  ية فقط من فائدتها الكبيرة فيتيكن الاهتمام الكبير بالهندسة الوراثية متا لم

بالامكان التوصل  الانسانية بالكثير من المعلومات الأساسية حول الكائن الحي التي لم يكن

ئلة الامكانات التطبيقية الها لا كان هذا الاهتمام عائدا بالأساس إلىواليها بدون هذه التقنية 
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تعدالتقنية الحيوية بداية  ل الجديد في المجالات الطبية والزراعية والصناعيةقلهذا الح

ثمارها وذلك من خلال انتاج العديد من الهرمونات  یعطا حيث تطبيقات الهندسة الوراثية

عدد من انتاج   حاضرفي الوقت الى ال ننافقد اصبح مكا والانزيمات المهمة طبية وصناعية

البكتريا عن طريق کلونة الجينات المسؤولة عن تخليق  ت الحيوانية من قبل خلاياالبروتينا

الکتريا عن طريق کلونة الجينات المسؤولة عن تعليق هذه  هذه المواد في البكتريا . ان لمثل

المواد في المجالات الطبية او الصناعية، التي لايمكن الحصول عليها بكميات تجارية لان 

ينتجها بكميات قليلة مما يجعل عملية عزها وتنقيتها غير اقتصادية . وبهذا الاصلى  الكائن

 تقنيات الهندسة الوراثية ستساعد في الحصول على هذه المواد بكميات كبيرة وبصورة فأن

 اقتصادية وذلك من خلال كلونة الجينات المشفرة لها وتهيئة الظروف المثلى لتعبيرها في

 رية الأخرى. لقد تم بالفعل الحصول على العديد من الجيناتالبكتريا أو الاحياء المجه

                                             المكلونة في البكتريا ، ولعل اشهر مثل على ذلك هو انتاج هرمون الأنسولين البشري

Escherichia  coli اا                                من قبل بكتري  بعد کلونة وبكميات تجارية  

الانتاجالجين المسؤول عن   

المهندسة  مهمة من قبل البكتريا ماتيهناك العديد من الأمثلة الأخرى لانتاج هرمونات وانز

مقاومة  وراثية. أما في مجال الزراعة فقد استخدمت الهندسة الوراثية لتطوير سلالات

 جاتان ا في زيادةليفع هاماالأمراض الفطرية والظروف المناخية الصحية مما يسهم اس

ان  عنيلة اعلاه لايمثآن سرد الأ ه الضروري.ئللانسان غذا ويؤمنالمحاصيل الزراعية 

لعمل في لابلة قنة لوكمنات الجيل كل الععلى ج مطلقةية قادرة وبصورة ثالهندسة الوراقنية ت

الجديدة. ها في البيئية عبيرعديدة تقف في طريق ت معوقات ديدة، وذلك لوجدجمضايفها ال

 تعيقالتي  المجال لتذليل الصعوباتفي هذا  مرةمست ،البحوث ولأهمية الموضوع فأن

في  نةنات المكلوجيوسائل مختلفة لمساعدة ال الفعلکلونة. وقد طورت بلما ناتجيفعاليات ال

                                                                                                                                     صفاتها في المضيف الجديد التعبير عن
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 Restriction enzyines الإنزيمات المقيدة أو القاطعة

 مقدمة:

هي إنزيمات متخصصة غالبا في تقطيع الدنا من مواقع معينة تختلف اعتمادا على نوع  
في  Base pairs الإنزيم. وتتعرف إنزيمات القطع على تسلسل معين من أزواج القواعد

 الحامض النووي وتقوم بعمل قطع فيه عند تلك النقطة التي تسمى موقع القطع
Restriction site ات غالبا في البكتيريا كما يوجد بعضها في وتوجد هذه الإنزيم

الطحالب الخضراء . ومهمتها هي حماية البكتيريا من الإصابة بالفيروسات وذلك عن 
طريق إحداث قطع بالحامض النووي المكون للفيروس ، بينما تتم حماية الحامض النووي 

  .Methylation .الخاص بالبكتيريا نفسها عن طريق إضافة مجموعة الميثيل

 Eschericia م في بعض أنواع بكتيريا القولون ۱۹۹۲وتم اكتشاف هذه الإنزيمات عام 
coli من السلالات E , K  التي تصاب بالعاثيات أو البكتيريوفاج )الفيروسات التي تتطفل

على البكتيريا( حيث تعمل هذه الإنزيمات على إعطاء البكتيريا مناعة تعمل على منع أو 
العاثيات وذلك عن طريق إتلاف المادة الوراثية لها أو تقييد فعاليتها . عرقلة نمو وتكاثر 

هذه الإنزيمات بالإنزيمات المقيدة أو المحددة أو القاطعة . وآلية المناعة  لذلك أطلق علي
في البكتيريا تعتمد على إنزيمات القطع ، ويصل عدد الإنزيمات المكتشفة حتى الآن إلى 

موقع تقييد أو قطع على الحامض  150على تمييز أكثر من إنزيم قادر  400أكثر من 
 زلت منه.عويتم تسميتها تبعا للكائن الحي التي  DNAالنووي 

 أنواع الإنزيمات المقيدة أو القاطعة: 

قسمت هذه الإنزيمات اعتمادا على قدرتها على القطع المتخصص واحتياجاتها الكيميائية 
 ي:للقيام بوظائفها إلى ثلاثة أنواع ه
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 Type 1 Restriction enzymes الطراز الأول -أولا : الإنزيمات المقيدة  

المصابة  E و K وتشمل الإنزيمات الأولية المستخلصة من بكتيريا القولون السلالة
ولوحظ  DNA بالعاثي الامدا وتعمل هذه الإنزيمات على القطع العشوائي للحامض النووي 

بأن هذه الإنزيمات ترتبط في مواقع القطع ثم تبدأ بهدم السلاسل المزدوجة في اتجاه واحد 
نيوكليوتيد ثم تبدأ بعدها بهدم سلسلة مفردة لمسافة  5000-1000لمسافة تتراوح بين 

أخرى وتتوقف بعدها عن العمل. تحتاج هذه الإنزيمات لعوامل مساعدة مثل أيونات 
 .المغنيسيوم

  ATP .نوسين ثلاثي الفوسفاتوأدي 

.(S - adenosyl methionine.) وأدينوسيل ميثونين   

 Type II Restriction enzymesالطراز الثاني  -ثانيا : الإنزيمات المقيدة 
: تعتبر هذه المجموعة من الإنزيمات من أهم مجاميع إنزيمات القطع لاستخدامها على 

وتمتاز هذه الإنزيمات بقدرتها على قطع الحامض نطاق واسع في الهندسة الوراثية . 
فقط بحيث تعطي عددا ثابتة من  Restriction sitesعند مواقع معينة DNAالنووي 

 Sequencesالقطع لكل نوع من الأحياء. وتستهدف هذه الإنزيمات ترددات )تتابعات( 
ذا التتابع مباشرة. معينة بحيث أنها تتعرف على هذه التتابعات وتقوم بالقطع قبل أو بعد ه

ويقوم  GAATTC- 5-3 ف على التردأن يتعر  Eco R1فمثلا يمكن للإنزيم القاطع 
بالقطع بين الجوانين والأدنين من النهاية الخامسة. وهكذا فإن الإنزيم يقوم بقطع سلاسل 

مواقع القطع  الدنا في جميع المواقع التي تحتوي على هذا التتابع. ويختلف عدد تتابعات
التي تتعرف عليها الإنزيمات من إنزيم إلى آخر ولكنها في الغالب تتراوح بين أربعة إلى 

ونظرا للأعداد الكبيرة التي اكتشفت من هذه الإنزيمات (. ۱ستة تتابعات )ترددات( )شکل 
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عام  Smith and Nathanفإنه تم اقتراح نظام تسمية وضعه العالمان سميث وناثان 
 على النحو التالي:م و 1973

 

يرمز لجنس الكائن الذي اكتشف فيه الإنزيم بالحرف الأول من اسم الإنزيم ويرمز  -أ
مأخوذ  Eco لنوع الكائن بالحرفين الثاني والثالث من اسم النوع . فمثلا الإنزيم المسمى

  فالحرف الأول من اسم الإنزيم مأخوذ من اسم جنس البكتيريا E . coli من البكتيريا
Eschericia والحرفان الثاني والثالث مأخوذان من اسم نوع البكتيريا coli. 

 Hpa والانزيم ..Haemophilus influenza المأخوذ من اسم البكتيريا Hinوالإنزيم

وكذلك  الإنزيمات. Haemophilus parainfluenza البكتيريا مأخوذ من اسم
 الانزيمات الاخرى .

في حالة احتواء البكتيريا على بلازميد أو عاث فإنه يجب إضافة اسم البلازميد أو  -ب 
 R المشتق من اسم البكتيريا Eco العائي إلى اسم الإنزيم . فمثلا في حالة الإنزيم

. coli فإذا كانت البكتيريا تحتوي على البلازميد R1 فإن اسم الإنزيم يصبح Eco R1 
من إنزيم لنفس النوع من البكتيريا فإنه تستخدم الأرقام الرومانية في حالة وجود أكثر  -ج

 Hind II و Hindو آ Eco RII و Eco RT بعد نهاية الاسم كما هي الحال في الإنزيم

.Hind III, 

 :Type III Restriction enzymesالطراز الثالث  -ثالثا : الإنزيمات المقيدة 
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وهي إنزيمات وسط في صفاتها بين الطراز الأول و الطراز الثاني ، وتقوم هذه الإنزيمات  
 . ATPبالقطع في مواقع محددة وتحتاج إلى أيونات المغنيسيوم وجزيئات 
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 انزيمات التقييد ومواقع القطع الخاصة بها (1)شكل 

 

 

 

 مواقع عمل إنزيمات القطع :
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إن إنزيمات القطع )الطراز الثاني( كما ذكرت سابقا تمتلك مواقع معينة على الحامض  
تتخصص في قطعها ولكن تختلف هذه الإنزيمات في بعض الأمور فيما  DNA النووي 

 يخص طبيعة موقع القطع ومكان القطع ونواتجه . ومن أهم هذه الاختلافات ما يلي :

من ملاحظة نواتج قطع بعض هذه الإنزيمات فإنه يتبين بأن بعضها يؤدي إلى إنتاج  -1 
بينما تنتج إنزيمات أخرى قطعة ذات نهايات  Sticky ends قطع ذات نهايات لزجة

بتمييز موقع التتابع  Bam HI فمثلا يقوم الإنزيم .Blunt ends عمياء أو غير الزجة
وانين عند النهاية الخامسة منتجة كوقطعه بين ال GGATCC-5-3 أو التردد التالي 

 .ATCC3- G و G-5 القطع التالية

 
ويقوم بالقطع GAATTC 5 3يقوم بتمييز موقع التردد التابع  Eco RI كما أن الانزيم

 .AATTC-3و  G-5وانين والأدنين عند النهاية الخامسة منتجا القطع التالية كبين ال

 
 

و  100له المقدرة على قطع الدنا إلى قطع مختلفة الطول تحتوي على  Eco RIإنزيم 
المعزول من بكتيريا  Hind Illنيوكليوتيدة . بينما إنزيم  400و  300و   200
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و  150هيموفليس أنفلونزا فإنه يقوم بقطع الدنا إلى قطع مختلفة في الطول تحتوي على 
 نيوكليوتيدة كما في الشكل الآتي: 900و  250

 

 
أما الإنزيم   PstI   فإنه يقوم بتمييز التردد  

وانين والأدنين عند النهاية الثالثة منتجا القطع التاليةكويقطع بين ال 5  5CTGCAG3  
.G-3 + ACGTC-5   G-3 و 

 
ويلاحظ من القطع الناتجة عن عمل هذه الإنزيمات بأن نهايات القطع الناتجة تكون 

مما يسمح لها بالالتصاق مرة أخرى لذلك تسمى  Complementaryمكملة أو متممة 
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. ويعود إنتاج هذه النهايات إلى  Sticky endsهذه القطع بالقطع ذات النهايات اللزجة 
موقع القطع على سلسلتي مزدوج الحامض النووي حيث يكون غير مناظر . أما في 

ة تماما كما فإن مواقع القطع هذه تكون متناظر  SmaIو  Hae IIIو  Hpalالإنزيمات 
 يلاحظ فيما يلي :

 

 
لذلك فإنه لا وجود للتكامل في نهايات القطع الناتجة وتدعى مثل هذه القطع بالقطع ذات 

لعدم قدرتها على الالتحام مرة أخرى إلا إذا أجريت لها  Blunt ends النهايات العمياء
 DNA تحوير الدنابعض التحويرات لجعلها لزجة وتتم هذه التحويرات بواسطة إنزيمات 

Modifying.DNA enzymes     

و القطع  Eco RIو  Bam HIمن ملاحظة القطع الناتجة من عمل الإنزيمات  -2
فإنه يلاحظ بأن النتوءات الخاصة بالنهايات اللزجة مختلفة  Pst Iالناتجة عن الإنزيم 

ممتدة من  Eco RIو  Bam HIالاتجاه ، فمثلا نتوءات القطع الناتجة عن الإنزيمات 
  PstI. النهاية الثالثة بينما تكون ممتدة من النهاية الخامسة في القطع الناتجة من الإنزيم

إن تتابعات )ترددات( مواقع القطع )التقييد( تختلف في عدد نيوكليوتيداتها فبعض  -3
ا الإنزيمات تستطيع تمييز مواقع تقييد رباعية التردد وتقطع قبلها أو بعدها أو بينها كم

 -التالية :الانزيمات   هو الحال في
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  والبعض الآخر من الإنزيمات يستطيع تمييز مواقع تقييد خماسية التردد مثل الإنزيم

  IIAva.. 5الذي يميز الموقع -TCCGG-3و الإنزيمEco RII   الذي يميز الموقع
35 -CAGGC-3 مواقع وغيرها من الإنزيمات . وتكون معظم الإنزيمات الأخرى ذات

الذي  HgaI  تقييد سداسية التردد وتشذ عن ذلك مجموعة من الإنزيمات مثل الإنزيم
ويقوم بالقطع بعده بخمسة نيوكليوتيدات في السلسلة  GACGA-5-3يميز الموقع 

الذي يقوم  Bbv I الأولى وعشرة نيوكليوتيدات في السلسلة الثانية . وكذلك الإنزيم
 . )ات من موقع التقييد )القطعبالقطع بعد ثمانية نيوكليوتيد

في السلسلة الثانية في السلسلة الأولى وبعد أثني عشر نيوكليوتيد  5-(GCAGC(N)8  

12 (CGTCG ( N.3-  . هذا إضافة إلى إنزيمات أخرى 

 Palindromesإن معظم ترددات مواقع تقييد الإنزيمات هي ترددات بالندرومية  -4
حيث يمكن قراءة تردد موقع القطع بنفس الاتجاه في كلتا سلسلتي الحامض النووي . 

بنفس الاتجاه  Eco RIلموقع تقييد الأنزيم -GAATTC-5 3فمثلا يمكن قراءة التردد 
 في سلسلتي الحامض النووي كما يلي :
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تابعات( غير تإلا أن مواقع تقييد ) قطع ( البعض الآخر من هذه الإنزيمات تكون ترددات )
 بالندرومية حيث تختلف مواقع قطع هذه الإنزيمات في سلسلتي الحامض النووي . 

 GGATC (N)-5)4-3بعد أربعة نيوكليوتيدات من التابع  BinI فمثلا يقطع الإنزيم

 CCTAG)5-3 (N) -5في السلسلة الأولى وبعد خمسة نيوكليوتيدات من التتابع 

 . في السلسلة الثانية   

الاختلاف في قطع الحامض النووي الناتجة عن القطع بالإنزيمات. إن معظم  -5
الإنزيمات القاطعة ذات مواقع قطع ثابتة لذلك فإن الحامض النووي الناتج عن فعل هذه 

  الإنزيمات تكون ذات نهايات معروفة وثابتة ، فمثلا القطع الناتجة من عمل الإنزيم 
…EcoRI التالية  تنتهي دائما بالتتابعاتG-5  وCTTAA-3  وكذلك الحال في معظم

فإن نهايات  Asu Iو  HinfIو I Ddeالإنزيمات. إلا أنه في إنزيمات أخرى مثل إنزيم 
القطع الناتجة عن نشاطها تكون مختلفة ذلك لأن هذه الإنزيمات تستطيع تمييز أكثر من 

ز التتابعات التالية يستطيع تميي I Ddeموقع تقييد أو قطع مختلف . فمثلا الإنزيم 
CAGCT -5-3و TAGCT -5-3و  AAGCT-5-3كمواقع قطع له وهي 

ومن ملاحظة مواقع قطع هذا الإنزيم المؤشرة بالأسهم فإن القطع GAGTC -5-3و
 الناتجة عن نشاطه ستكون بأربع نهايات مختلفة هي :
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الوسطي من النهاية الثالثة ) انظر  ويلاحظ أن الاختلاف هنا هو دائما في النيوكليوتيد
يستطيع تمييز موقع القطع  HinfI  الشكل السابق ( . كما أن الإنزيم

و )  Gاو  Cأو  Tأو  Aيمكن أن تكون  N( حيث إنTCANG-.)5-3 ...ي......التال
 NCCGG-5-3الذي يستطيع تمييز موقع القطع التالي  ..IAsu الإنزيم

بنهايات مختلفة عديدة كما هو  DNAكما أنه يمكن الحصول على قطع حامض نووي 
-الذي يستطيع موقع القطع التالي  I Bglالحال مع القطع الناتجة عن الإنزيم 

3 -NCNGCCNNNN -5 و الإنزيمXmn I  الذي يستطيع تمييز موقع القطع التالي
3-NTTCNGAANN -5. و غيرها من الإنزيمات الأخرى 

بعض الإنزيمات لها مواقع تقييد مشتركة وقد تقطع هذه المواقع بنفس المكان أو  6-
 أماكن مختلفة بنفس الموقع وتدعى مثل هذه الإنزيمات بالإنزيمات المتناظرة

ISOschizomers وقد تكون متناظرة تماما Perfect Isoschizomers  عندما
 Hsu 1و  Hind III اتيكون مكان قطعها متشابها كما هو الحال مع الإنزيم

 Xho .و Baam HI والإنزيمات

 
 Irniperfect كما أن بعض الإنزيمات المتناظرة تكون غير تامة التناظر

IsOschizontiers  حيث أن لها مواقع تقييد متشابهة و أماكن قطع مختلفة مثل
 . Sal Lو  Hind IIو الإنزيمات  Xma 1و  Sma 1الإنزيمات 
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يمكن لعدد من الإنزيمات القاطعة أن تعمل في تردد مشترك لموقع تقييد معين حيث  -7
 و Mbo I و Bam HI أن لكل منها موقع تقييد داخل التردد المشترك . فمثلا الإنزيمات

 Sau 3A  3تعمل على التردد-GGjATCC-5  1حيث يتمكن الإنزيمان Mbo 

الذي يقع ضمن التردد السداسي  GATC من العمل على التردد الرباعي Sat 3A و
 Alu Iو Ilind IIIوكذلك الإنزيمات  Bam HI.. الذي يمثل موقع تقييد الإنزيم

الذي يقع ضمن التردد السداسي  AGCTحيث يقطع الإنزيم الأول في التردد الرباعي 
AAAGCTT . الذي يمثل موقع تقييد الإنزيم الثاني 

 -:دراالمص

 الهندسة الوراثية. (,مبادئ1990البكري غالب ) -1

 (,مبادئ عام الحياة الجزئي.1994عماش هدى ) -2

 (,مبادئ الوراثة الجزيئية.2013زيدان حيدرواخرون) -3

4 -K.Setow.Jane(2004),Genetic Engineering,Principles And Method. 

5 - D.Watson.James(2004),Moleculer Biology Of The Gene. 
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  Cloning vectors نواقل الاستنسال 
 : Plasmidالبلازميدات 

ل عن دائرية او خطية الشكل لها القابلية على التكرار المستق  DNAالبلازميدات عبارة عن جزيئات   

 كروموسوم المضيف وتتوارث بثبات بشكل جزيئات منفصلة عن الكروموسوم. 

6 10 ×200 – 6 10×1يا وتكون مختلفة الحجم تتراوح بين تنتشر البلازميدات بشكل واسع في خلايا البكتر

دالتون . وهي غير ضرورية لحياة المضيف الا ان وجودها يعطي المضيف صفات اضافية تمكنه من العيش  

يسين هيمولابظروف استثنائية. اهم الصفات المحمولة على البلازميدات هي المقاومة للمضادات الحيوية وانتاج ال

 يات ومقاومة المعادن الثقيلة وغيرها. وتخمير السكر

 تقسم البلازميدات الى:

وهي بلازميدات تنتقل بالاقتران نتيجة لاحتوائها على   Conjugative plasmidالبلازميدات الاقترانية  -1

tra genes  أي من النوع المتشدد  وتكون كبيرة الحجم وتوجد بواقع نسخة الى نسختين في الخليةStringent 

plasmid. 

تيجة لعدم نوهي بلازميدات لاتنتقل بالاقتران   Non-conjugative plasmidالبلازميدات غير الاقترانية  -2

مسترخي أي من النوع ال نسخة بالخلية 30-15احتوائها على جينات الاقتران وتكون صغيرة الحجم وتوجد بواقع 

Relaxed plasmid  . 

ئمة ون ملااستنسال اذ تم تطوير انواع مختلفة من هذه النواقل لتك تستعمل البلازميدات بشكل واسع كنواقل

الخصائص  فر فيهللاستعمال في تجارب الاستنسال المختلفة . ولكي يكون البلازميد ناقل استنسال نموذجيا يجب ان تتو

 التالية:

لتحول افي  كثر كفاءةان يكون البلازميد صغير الحجم وبنسخ عديدة في الخلية وهذه الصفتين مهمة لجعله ا -1

 الوراثي ولعزله بكميات كبيرة وصغر حجمه يقللمن فرص وجود مواضع حساسة متعددة لانزيم تقييد واحد.

قييد ت التان تكون خصائصه معروفة بشكل جيد بالنسبة لمواقع الجينات ومواقع المواضع الحساسة لانزيما -2

 ومن المفضل ان يكون تتابع نيوكلوتيداته معروفا.

هولة ان يكون له القابلية على التضاعف بشكل سريع في المضيف المرغوب بحيث يمكن الحصول عليه بس -3

 وبكميات كبيرة من ناقل الاستنسال او الجزيئات الهجينة الناتجة من عملية الاستنسال.

 تحولة . الم ياانيحتوي على صفة انتقائية مثل المقاومة للمضادات الحيوية يمكن على اساسها انتقاء الخلا -4

 ي وسطفان يحتوي على صفة انتقائية اخرى يمكن تثبيط فعاليتها عن طريق غرس قطعة الدنا المستنسلة  -5

  Insertional inactivationالجين المسوؤل عن هذه الصفة وتسمى العملية بالتثبيط بالغرس 

 ستنسالمما يوفر حرية كبيرة في اان يحتوي على مواضع حساسة مفردة لعدد كبير من انزيمات التقييد  -6

الحساسة  لمواضعانواع ىمختلفة من قطع الدنا المقطوعة بانزيمات التقييد المختلفة ومن المفضل انه تكون بعض هذه ا

  الغرس.المفردة واقعة في تتابع الجينات المسوؤلة عن الصفات الانتقائية لكي يمكن اجراء عملية التثبيط ب

 : pBR322الناقل 

لى هذا الناقل ع من اكثر النواقل المستعملة في تجارب الهندسة الوراثية , يحتوي pBR322  قل  البلازميدي النا

لى التوالي ع  pSCIOIو   RSF2124جين المقاومة للامبسلين وجين المقاومة للتراسيكلين المشتقين من البلازميدين 

لناقل البلازميدي ا. اشتق هذا   Col E1المشابه للبلازميد   pMB1. اما منشا التكرار لهذا الناقل فمصدره البلازميد 

  زميد البلا خلال سلسلة طويلة من التجارب بني خلالها العديد من البلازميدات التي تتصف بصفات مختلفة . يحتوي

pBR322  : على كل الصفات المرغوب فيها في ناقل الاستنسال المثالي وهي 

ثاره نسخة بالخلية( ويمكن اك 15) حواي  Relaxed plasmid المسترخي من النوع  pBR322البلازميد  -1

 نسخة باضافة المضاد الحياتي الكلورامفينيكول الى المزرعة. 3000-1000الى حوالي 

م كبيرة الحج ومناسبا  لاستنسال قطع الدنا زوجا قاعديا ( مما يجعله سهل العزل 4363يكون صغير الحجم )  -2

 نسبيا.



2 

 

 الدكتور غالب البكري مبادئ الهندسة الوراثية

 

 ذات اطوال تقييديوكلوتيداته معروف بشكل كامل . وبهذا تكون القطع الناتجة عن معاملته بانزيمات التتابع ن -3

 م.معروفة بحيث يمكن استعمالها كدلائل حجمية يمكن على اساسها تعيين احجام قطع الدنا المجهولة الحج

منهما  ال أيلين حيث يمكن استعميحتوي على صفتين مظهرية هما المقاومة للامبسلين والمقاومة للتتراسايك -4

 لانتقاء الخلايا الحاوية على هذا البلازميد.

لغريبة في الدنا وجود عشرين انزيم تقييد تقطع هذا البلازميد مرة واحدة مما يوفر حرية كبيرة في استنسال ا -5

هي و قييدلانزيمات الت مواضع حساسة مفردة أي من المواضع العشرين. يحتوي جين مقاومة التتراسايكلين على ستة

Eco RV, Bam HI, Sph I, Sal I , Xma I, Nru I   كما يقطع الانزيمينCla I & Hind III جين. حفاز هذا ال

قاومة مفردة في جين الم  لها مواضع حساسة  ScaI, Puv I , Pst I ويلاحظ ايضا ان ثلاث انزيمات اخرى هي 

صفتين حد اللاريبة في أي من هذه المواضع الى حالة التثبيط بالغرس للامبسلين . وبهذا ستؤدي استنسال الدنا الغ

 المظهريتين مما يعطي حرية كبيرة في استنسال قطع الدنا المختلفة المقطوعة بهذه الانزيمات.

ان استنسال الدنا الغريبة في احد المواضع الحساسة المفردة الواقعة في جين المقاومة للتتراسايكلين سيثبط 

المتحولة بالبلازميد الهجين حيث تكون مقاومة للامبسلين وحساسة  E.coli هذا الجين مما يسمح بانتقاء خلايا فعالية 

للتتراسايكلين, في حين تكون الخلايا المتحولة بالبلازميد المتدور مقاومة لكلا المضادين الحياتيين. تنتقى الخلايا الهجينة 

 replica–platedوسط صلب يحتوي على الامبسلين ومن ثم تكرر عمليا عن طريق زرع الخلايا المتحولة في 

 المستعمرات الحساسة لهذا المضاد الحياتي.المستعمرات النامية على الوسط الصلب المحتوي على التتراسايكلين لتعيين 

                               

 
 

   pBR322اشتقاق النواقل المحسنة من البلازميد 
 : pBR325البلازميد  -1

يممد الممى البلازم p1-Cmتممم اشممتقاق هممذا البلازميممد بادخممال جممين مقاومممة الكلورامفنيكممول المشممتق مممن العمماثي 

pBR322   ويحتمموي هممذا الجممين علممى الموضممع الحسمماس لانممزيم التقييممدEcoRI  . يمتلممه هممذا البلازميممد ثمملاث صممفات

 للمقاومة هي الامبسلين والتتراسايكلين والكلورامفينيكول .

يمتلممممه هممممذا البلازميممممد ثمممملاث صممممفات للمقاومممممة هممممي الامبسمممملين والتتراسممممايكلين :  pBR328البلازميممممد  -2

 والكلورامفينيكول .

 : pAT153الناقل  البلازميدي  -3
زوج قاعمدي ممن  700اذ تم حذف قطعة دنا صغيرة تبلغ   pBR322  وهو من البلازميدات المشتقة من البلازميد

ن ليوهممذه القطعممة لممم تممؤثر علممى فعاليممة الجينممي المقاومممة للامبسمم  Hae IIة بممالانزيم مقطوعمم  pBR322البلازميممد 

ممرات  3 -1.5والتتراسايكلين وانما غير من قابلية الناقل التكرارية والاقترانية ,اذ ازدادت قابلية الناقل الاقترانيمة بنسمبة 

اما الصفة الثانية اصمبح الناقمل غيمر  ن المستنسل ففي هذه الحالة يمكن دراسة وظيفة الجي  pBR322مقارنة بالبلازميد 

غيممر قممادر علممى الانتقممال الممذاتي لكنممه ينتقممل بواسممطة التحريممه   pBR322 . علممى الممرغم مممن الممن البلازميممد اقترانممي 

mobilization  اذا وجد بالخلية بلازميمد اقترانمي اخمر مثمل البلازميمدColk  وبهمذا يكمون اسمتعمال البلازميمدpAT153   
الهجينمة المى خلايما اخمرى وممن ثمم    pAT153حيث يسمتبعد احتممال انتقمال جزيئمات   pBR322ر امانا من البلازميد اكث
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خطمورة عنمد تسمربه  تسربها الى خارج المختبر . لهذا يفضل استعمال هذا الناقل عند استنسال الجمين المذ يمكمن ان يشمكل

 الى خارج المختبر.

  
 : pUC 19& pUC18البلازميدين  -4

ر بحيث لم يبقى سوى منشأ التكمرا  pBR322عن طريق حذف جزء كبير من البلازميد  pUC18اشتق البلازميد 

وتمممم تغيمممر تتمممابع  ß-galactosidaseالمممذي يشمممفر المممى انمممزيم  `lacZوجمممين المقاوممممة للامبسممملين ثمممم اضممميف الجمممين 

نطقمة الجمين مفمردة لانزيممات التقييمد الا فمي مالنيوكلوتيدات في هذا البلازميد بحيث لم يعد يحتوي على مواضمع حساسمة 

lacZ`   حيث تتجمع في منطقة صغيرة من هذا الجين. وبهذا تعتمد عملية الاستنسال على تثبيط فعاليةlacZ` ما يسهل م

. فضملا  ß-galactosidaseعملية الكشف عن الهجائن التي تكون مقاومة للامبسلين ولكنها غير قادرة على انتج انمزيم 

عماثي االمشمتق ممن ال M13amp8ذله فان المواضع الحساسة المتجمعة في البلازميد هي نفسها موجودة في الناقمل عن 

M13  مما يعني امكانية نقل القطعة المستنسلة في الناقلpUC18   مباشرة الى ناقملM13amp8 ابع لغمر  تحديمد تتم

 نيوكلوتيداتها او لغر  احداث طفرات وراثية في هذه القطعة.

علممى مممع وجممود فممارق واحممد وهممو ان القطعممة الحاويممة   pUC18مماثممل للناقممل    pUC19ناقممل البلازميممدي ال

 .pUC18المواضع الحساسة المفردة مغروسة بشكل معاكس لاتجاه غرسها في 
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 : pHP34الناقل  -5

ط هذا الموضع من الذي ينتج نهايات مستوية , ويحا  Sma Iيحتوي هذا الناقل على موضع حساس مفرد لانزيم 

 Smaوبهذا يمكن استنسال قطع الدنا ذات النهايات المستوية في الموضع  Eco RIالجانبين بموضعين حساسين لانزيم 

I  يعاممل بمانزيم وعند استخلاص القطع المستنسلة ممن الناقمل الهجمينEco RI  علمى شمرط ان تكمون القطعمة المستنسملة

 لانزيم.غير حاوية على موضع داخلي حساس لهذا ا

 

 

 

 

 

 T3pالناقل  
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جمين والذي يحتموي علمى الصمفتين المظهمريتين همما جمين المقاوممة للامبسملين   p3Tالشكل التالي يوضح الناقل 

lacZ`  قطعمة باالما الذي يحتوي على قطعة دنا تضم عددا من المواضع الحساسة المفردة لانزيمات التقييد وتسمى همذه ال

poly linker  فعالية جين وهذه لاتؤثر علىlacZ`   

 
 : E.coliالعاثيات كنواقل استنسال لبكتريا 

عماثي لاممدا وتم تطمويره لاسمتعماله كناقمل استنسمال. ان دنما ال E.coli( هو فيروس يصيب بكتريا  λالعاثي لامدا )

ع زوج قاعمممدي وقممد حممدد تتممماب 48.5بشممكلها الطبيعممي عبممارة عمممن جزيئممة خطيممة مزدوجممة الخممميط يبلممغ حجمهمما حمموالي 

 حد الخيطينلانيوكلوتيداته بالكامل. ويتصف دنا العاثي باحتوائه على نهايات لاصقة حيث يوجد في كل نهاية نتوء قصير 

لعماثي لخليمة نيوكلوتيد وان تسلسل القواعد النتروجينية لهذين النتوئين مكملان لبعضهما. عنمد دخمول دنما ا 12مكون من 

زيئمة جممما يجعمل   cohesive sit ( cos site)هما لتكموين موضمع يعمرف باما المضيف ترتبط النهايتان اللاصقتان ببعضم

 الدنا الخطية تاخذ الشكل الدائري داخل المضيف.

لخارطمة . االخارطة الكروموسومية للعاثي لامدا  اذ يلاحظ تجمع الجينات المرتبطمة وظيفيما فمي مواقمع معينمة ممن 

 الواقعمة فمي شمفر لبروتينمات المراس والمذيل لجزيئمة العماثي امما الجينماتيلاحظ وجود الجينات الواقعة عليسار الخارطة  ت

التمي تنغمرس  lysogenizationوعمليمة   recombinationولة عن عمليمة اعمادة الارتبماط ؤوسط الخارطة فتكون مس

ت . اممما الجينمما prophageخلالهمما دنمما العمماثي الممدائري فممي كروموسمموم المضمميف وتتكممرر معممه علممى شممكل عمماثي اولممي 

ولمي ومناعمة العماثي الا  gene regulationالجينمات عمن تنظميم عممل ولة عمن ؤالمتجمعة في يمين الخارطة فتكمون مسم

له وكمذ late function regulationوتنظميم الوظمائف المتماخرة وتخليمق المدنا  super infectionللاصمابة الفوقيمة 

ثي لخارطمة الكروموسمومية لاتكممون ضمرورية لنممو العمماتحليمل المضميف. اظهمرت الدراسممات ان معظمم المنطقمة الوسممطى ل

  وبهذا ازالتها او استبدالها بقطعة دنا اخرى لا يؤثر كثيرا على قابلية العاثي للاصابة والنمو.
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 النوقل المشتقة من العاثي لامدا 

بد سيتين كان لاال مناسبا لوجود مشكلتين اسابحد ذاتها ان تكون ناقل استنس ان الدنا الطبيعية بحد ذاتها لاتصلح 

 وهاتان المشكلتان هما: E.coliمن تجاوزها قبل ان يمكن استعمالها كناقل استنسال لبكتريا 
 صغر التي يمكن استنسالها في العاثي الطبيعي -1

 وجود مواضع حساسة متعددة لانزيمات التقييد الشائعة -2

 ا الى صنفين هما:يمكن تقسيم النوقل المشتقة من لامد

  Insetion vectorsنواقل الغرس  -1

 وتشمل : 

 Charon 16 Aالناقل  -أ

  λ NM607الناقل  -ب

  Replacement vectorsنواقل الاستبدال  -2

 وتشمل :

  `λWES. λBالناقل  -أ

   λ EMBL4الناقل   -ب

 

 

  Cosmid  الكوزميد

ممدا المشمتق ممن العماثي لا  cos siteد يحتموي علمى موضمع يعرف الكوزميد بانه جزيئة هجينة مكونة ممن بلازميم

 تقييد.ويحتوي الناقل على صفة مظهرية واحدة على الاقل ومنشأ التكرار ومواضع حساسة مفردة لعدد من انزيمات ال

 وهو من النواقل المتخصصة لاستيعاب قطع دنا كبيرة الحجم ويستعمل لبناء بنه الجينات.

 

 

 : Gene bankبنه الجينات 

) مستعمرات او بقع عاثيات ( تحتوي بمجموعها على   recombinant clonesيعني بنه الجينات تكوين من 

كل او معظم الجينات الموجودة في كائن معين. تبنى بنوك الجينات عادة بهضم الدنا الكلية بعد عزلها من الكائن هضما 

ي ناقل استنسال غالبا ماتستعمل نواقل الاستنسال المشتقة من جزئيا باحد انزيمات التقييد ومن ثم غرس القطع الناتجة ف
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العاثي لامدا او الكوزميدات لهذا الغر  . بعد ادخال الجزيئات الهجينة الى المضيف المناسب سيتم الحصول على 

نات يمكن . بعد الحصول على البنه الجيمجموعة من الكلونات التي تحتوي على كل الجينات الموجودة في الكائن المعني

انتقاء الجين المرغوب عن طريق مسح المستعمرات او البقع الممثلة للبنه الحاوية على الجين . وتتم العملية باحد 

 الطرائق التالية:

لجينات انسال طريقة الانتقاء المباشر تعتمد على اساس الصفة المظهرية للجين المستنسل  كما في حالة است -1

 والانزيمات.المشفرة للمضادات الحيوية 

 الانتقاء غير المباشر وتشمل : -2

 الطرائق المناعية -أ

 طرائق تهجين الاحما  النووية باستعمال المجسات. -ب

 

 

 : DNAلجزيئات الا  Electrophoresisالترحيل الكهربائي 

 

ق لها للتفريمتعمااذ يتم فصل جزيئات الدنا ذات الاطوال المختلفة وتحديد حجومها بدقة , فضلا عن ذله امكانية اس

د ممن ممادة بين الاشكال الفيزياوية المختلفة لجزيئة الدنا ودراسمة خصائصمها . تعتممد عمليمة الفصمل باسمتخدام وسمط سمان

فات لمجموعمة الفوسمونتيجة للشحنة السالبة  polyacrylamideاو  agaroseخاملة غير مشحونة مثل هلام الاكاروز 

 ل بالمجال الكهربائي.فانها تنفصلاحما  النووية الجزيئات 

يرة فمي احمد بعد معاملة جزيئات الدنا بانزيمات التقييد يضاف مزيج القطع الناتجة من هذه المعاملة المى حفمر صمغ

بممما ان  نهممايتي رقعممة الهمملام المحضممر بشممكل طبقممة رقيقممة فمموق لمموح زجمماجي , ثممم يمممرر التيممار الكهربممائي خمملال الهمملام .

وزانهما افانهما سمتتحرك المى القطمب الموجمب بفعمل التيمار الكهربمائي بسمرع تتناسمب ممع جزيئات الدنا تحمل شحنة سمالبة 

 همذا سمتهاجروب , فقد لوحظ ان هجرة القطع تتناسمب عكسميا ممع لوغمارتم اوزانهما الجزيئيمة الجزيئية واشكالها الفيزيائية

بمالطول  موعمة ممن القطمع المتماثلمةالقطع الصغيرة لمسافات اطول مقارنمة بمالقطع كبيمرة الحجمم وبالتمالي سمتكون كمل مج

 حزمة محددة في موقع معين من الهلام .

متعمددة ان هلام الاكاروز المستعمل بشكل واسع في هذه التقنية همو عبمارة عمن سلسملة متشمابكة ممن السمكريات ال

لبممولي همملام االمكونممة مممن الكممالكتوز ومشممتقاته والمرتبطممة مممع بعضممها باواصممر هيدروجينيممة لتكمموين شممبكة معقممدة . اممما 

صمغر ذات ثقموب ا اكريلامايمد لتكموين شمبكة معقمدة-اكرالاميد فهو ناتج من ارتباط مادة الاكريلامايد المتبلورة مع ممادة بمز

ل قطمع المدنا ريلامايمد اكثمر ملائممة فمي فصماكقطرا من تلله الموجودة في هملام الاكماروز. ولهمذا السمبب فمان هملام البمولي 

ولهما المى طا عن اربعة كيلو زوج قاعدي من الاكاروز الذي يفصل القطع الكبيرة التمي يصمل صغيرة الحجم التي يقل طوله

المدنا  سم الذي يكون ملائما لفصل جزيئات12% وبطول 1كيلو زوج قاعدي. وعموما فان الاكاروز يستعمل بتركيز  200

% لفصمل  7.5الاكريلامايمد بتركيمز  كيلو زوج قاعمدي. فمي حمين يمكمن اسمتعمال هملام 30 -0.2التي تتراوح اطوالها بين 

ن البممولي وفممي حالممة اسمتعماله بتراكيممز عاليمة يكمموكيلممو زوج قاعمدي.  2 -0.05جزيئمات الممدنا التمي تتممراوح اطوالهمما بمين 

لقطمع التمي زوج قاعمدي بحيمث يمكمن تمييمز ا 300 –ملائما لفصل قطع الدنا التي تتراوح اطوالهما بمين بضمعة  اكريلامايد 

 يوكلوتيد واحد فقط.تختلف بفارق ن

ادت قابليمة زيتضح من ذله ان قابلية الهلام على فصل قطع الدنا تعتمد على تركيمزه المسمتعمل فكلمما زاد التركيمز 

 الفصل . كذله يتناسب معدل الهجرة لقطع الدنا عكسيا مع تركيز الهلام .

نا علمى الهملام ممن اجمل معرفمة اعمدادها بعد الانتهاء من عملية الترحيل الكهربائي لابد ممن تعيمين مواقمع حمزم المد

ذلمه عمن طريممق تصمبيغها بممادة بروميممد الاثيمديوم المتألقمة حيممث ينقمع الهملام فممي محلمول الصممبغة ويممتم وتحديمد حجومهما 

دقيقة وبعد ارتباط الصبغة بجزيئات الدنا يتم فحص الهلام بالاشعة فوق البنفسجية  45مايكروغرام /مل لمدة  0.5بتركيز 

نانومتر عندها ستتألق الصبغة المتحدة مع الدنا باللون البرتقالي مما يتيح المجال لملاحظة حمزم المدنا  300ي بطول موج

ة الدنا  وحجم قطع المدنا فمي كمل حزممة .ويمكن تقدير كمية الدنا في كل حزمة من شدة تألق الحزم اذ تتناسب كمي بسهولة

من قطع كبيرة الحجم اشد من تألق الحمزم المكونمة ممن قطمع صمغيرة , مع شدة التألق. أي تكون شدة تألق الحزم المكونة 
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عن الهضم الجزئمي    complete digestionولهذه الصفة اهمية كبيرة اذ يمكن تمييز الحزم الناتجة من الهضم الكامل 

partial digestion   ية.بانزيم التقييد وذله من مقارنة شدة تألق الحزم المصبوغة مع اوزانها الجزيئ 

قطعهمما يمكممن اسممتعمال الترحيممل الكهربممائي الهلامممي لتعيممين حجمموم جزيئممات الممدنا اعتمممادا علممى المسممافات التممي ت

ة قميتم رسمم علا اذ تتناسب المسافة التي تقطعها جزيئة معينة تناسبا عكسيا مع وزنها الجزيئي.جزيئات الدنا على الهلام 

ممدا او لامعروفمة الحجمم الجزيئمي ) دلائمل حجميمة عمادة تسمتعمل دنما  خطية بين لوغارتم المسمافات التمي تقطعهما جزيئمات

ذا المنحنمى همولوغمارتم الاوزان الجزيئيمة لقطمع المدنا . ويسمتعمل  المقطوعة باحد انزيممات التقييمد(  pBR322البلازميد 

 القياسي لتحديد اوزان القطع المجهولة.

 تمي تشممل شمكلياوية لجزيئة دنا معينمة او البلازميمدات واليستعمل الترحيا الكهربائي بتحديد وفصل الاشكال الفيز

  . ocوالشكل المفتوح  linearوالشكل الخطي    cccالدائري المغلق تساهميا 
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 رسم خرائط التقييد

 

سمة الحسا لجزيئات الدنا التي يمكمن خلالهما تحديمد مواقمع المواضمع  restriction mapيتم بناء خرائط التقييد  

يم اختبمار انمز لخمرائط التقييمد فوائمد كثيمرة فمي الهندسمة الوراثيمة فممن خلالهما يمكمن .علمى جزيئمة معينمة لانزيمات التقييمد

لتقييد ن انزيمات امالتقييد الملائم لقطع الجين المطلوب استنساله. تبنى خرائط التقييد عن طريق معاملة جزيئة الدنا بعدد 

 وجمود المدلائلباستخدام الترحيل الكهربائي الهلاممي بحجوم القطع الناتجة عن كل معاملة بصورة منفردة , وتعين اعداد و

زوج ممن بم, أي معاملة جزيئة المدنا  double digestionالحجمية. ثم تجري بعد ذله سلسة من تفاعلات الهضم الثنائي 

فمس الظمروف نكان الانزيمان يعملان تحم  الانزيمات في كل مرة . يمكن اجراء تفاعلات الهضم الثنائي بخطوة واحدة اذا 

ل المدنا من اس هيدروجيني ودرجة حرارة وملوحة وتركيز مغنيسيوم وغيرها. في حالة اخمتلاف متطلبمات الانمزيمين يعامم

ن جمراء سلسملة مملعملمه فمي انبوبمة الاختبمار . بعمد اباحد الانزيمين اولا ومن ثم يضاف الانزيم الثاني بعد تهيئة الظمروف 

ع احجمام القطم لات المفردة والثنائية لانزيمات التقييد المرغوب تحديد مواضمعها الحساسمة علمى جزيئمة المدنا تقمارنالتفاع

 ستعملة. الناتجة عن هذه التفاعلات حيث يمكن من خلال هذه المقارنة تحديد مواقع المواضع الحساسة للانزيمات الم
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نمما فوائمد ا لاختيمار انمزيم التقمي المناسمب لقطمع الجمين المرغموب والاتقتصر فائدة خرائط التقييمد علمى اسمتخدامه

 ا  الوراثيمةاخرى مثل فائدتها في عمليات تحديد تتابعات الدنا كذله لها فائدة كبيرة فمي التشمخيص المبكمر لمبعض الاممر

ينيمة اعمدة نتروجفي الاجنة مثل مر  فقر الدم المنجلمي , ينمتج همذا الممر  ممن حمدوث طفمرة وراثيمة ناشمئة ممن تغيمر ق

ر الممر  مما يغير تتابع القواعد النتروجينية لذله الجين ويؤدي الى ظهو GTGالى   GAGواحدة حيث يتغير التتابع 

  Aيمر وبهمذا سميؤدي تغ  Dde I ( GTAG)تمثل الموضمع الحسماس للانمزيم . لقد وجد ان المنطقة التي يشملها التغير 

اتلانممزيم يمكممن علممى هممذا الاسمماس تشممخيص المممر  عممن طريممق معاملممة دنمما  الممى ازالممة الموضممع الحسمماس لهممذا  Tالممى 

قمدة ومقارنتهما ممع دنما فمرد طبيعمي معاملمة بمنفس الانمزيم فسمتظهر دنما الممريض فا  Dde Iالشمخص الممريض بمالانزيم 

 للموضع الحساس لهذا الانزيم.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



قسم علوم الاغذية     كلية الزراعة     جامعة الانيار    05الهندسة الوراثية  

 مدرس المادة انمار نزار حسن 

Anmar 

 

1 
 

  southern blottingوصمة سوثرن  

 
 

 

أن تحديد مواضع عمل انزيمات التقييد لايكون كافية وحده احيانا للبدء في عملية 
لتحديد مواقع وحجوم الجينات  genetics maps الكلونة مالم تبن خرائط وراثية

 جزيئة الدنا لكي يمكن اختيار الأنزيم الملائم الذي يقطع الجزيئة علىعلى 
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 جانبي الجين المرغوب. 

علاوة على ذلك تستدعي الحاجة احيانا إلى معرفة موقع وحجم قطعة الدنا 
الكامل بانزيم تقييد  genome الحاملة لجين معين والناتجة من هضم المجين

ون مستحيلا اذا كان المجين كبيرة جدا كما معين . أن تحديد موقع هذه القطعة يك
ئن. لان عدد القطع الناتجة من المعاملة بأنزيم التقييد سيكون هائلا لبافي حالة ال

بحيث تتكون مسحة من هذه القطع على طول مسار الهلام بعد ترحيلها كهربائية، 
والمتجاورة مع وتمثل هذه المسحة اعدادا هائلة من قطع الدنا المختلفة الأطوال 

بعضها بحيث يصعب تمييزها الى حزم منفصلة لتحديد الحزمة الممثلة للحزمة 
 .المرغوبة ، لذا توجب ابتکار وسيلة ملائمة للكشف عن موقع وحجم

قطعة الدنيا الحاملة لهذا الجين وتمييزها من الاف او ملايين القطع المتجاورة 
 .على الهلام

طريقة ذكية للكشف وبكفاءة عالية عن  ۱۹۷۰في عام  Southern رن ثابتكر سو 
قطع الدنا الموجودة في الهلام والحاملة للجين المرغوب فيه ، ومناسبة كذلك البناء 

 Southern خرائط الجينات ، وقد اطلق على هذه الطريقة اسم وصمة سودرن 
blotting  تيمنا باسم مكتشفها. 

ج الخيوط المفردة لجزيئات الدنا تستند هذه الطريقة على امكانية ارتباط او تزاو 
والرنا في حالة احتوائها على تتابعات متكاملة لتكون حلزونة مزدوجة متجانسة 
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.  رنا -دنا . او حلزونة مزدوجة غير متجانس مكون من  دنا -دنا مكونة من 
يمكن حدوث عملية الارتباط هذه عند وجود الخيوط المفردة المتكاملة في محلول 

ى اذا كان احد الخيطين مثبتة على ورقة ترشيح من نوع نترات ملائم، او حت
 nitrocellulose filter.السليلوز

( بترحيل خليط قطع الدنا 1-3تتلخص طريقة وصمة سودرن الموضحة بالشكل )
اروز ، ومن ثم معاملتها وهي في الهلام بمادة قلوية ككهربائيا على هلام الا

بعضهما (. يوضع الهلام بعد عملية المسخ لمسخها ) فصل خيطي الحلزون عن 
على سطح ورقة ترشيح مشبعة بمحلول منظم ويغطي سطحه العلوي بورقة ترشيح 
من نوع نترات السيللوز ، ثم توضع حزمة من اوراق التنشيف الجافة على سطح 
مرشح نترات السيللوز . يترك الهلام على هذه الحالة لعدة ساعات ، حيث يمر 

لى علي خلال الهلام، ويسحب الى ا فلول المنظم من ورقة الترشيح الساثناءها المح
عن طريق امتصاصه بواسطة حزمة اوراق التنشيف . وبهذا سيحمل المحلول 
المنظم خلال حركته الى اعلى في الهلام، قطع الدنا الممسوخة إلى خارج الهلام. 

ذا المرشح لان لها وعند ملامسته المرشح نترات السيللوز ترتبط جزيئات الدنا به
الفة قوية لمادة نترات السيللوز . نتيجة لهذه العملية ستنتقل حزم الدنا من الهلام 
وترتبط بمرشح نترات السيللوز بنفس النمط الموجود في الهلام. يرفع مرشح نترات 

 .السيللوز من على سطح
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ح. يغمر م لتثبيت جزيئات الدنا بصورة كاملة على المرش 80لهلام ويخبز بدرجة 
المرشح بعد التثبيت في محلول يحتوي على مجس يمكن أن يكون جزيئة دنا او 

ومكملة لتتابع الدنا المطلوب  p32 رنا ممسوخة ومعلمه بنظير الفسفور المشع
تمييزها . ونتيجة لارتباط المجس مع قطعة الدنا المكملة سيتكون حلزون مزدوج 

لمجسات غير المرتبطة ، ثم يحدد مشع. يغسل مرشح نترات السيللوز لازالة ا
موقع قطعة الدنا المطلوبة باستخدام التصوير الاشعاعي الذاتي، وذلك يوضح فيلم 

 حساس للاشعة السينية

على سطح مرشح نترات السيللوز ، حيث تكون الدنا المرتبطة مع المجس المشع 
ياس حجم منطقة سوداء على الفيلم في موقع مماثل لموقعها على الهلام. يمكن ق

هذه القطعة بمقارنتها مع دلائل حجمية مشعة مرحلة على نفس الهلام. تتميز هذه 
الطريقة بحساسيتها العالية جدا حيث يمكن بواسطتها الكشف عن وجود جين 

 معين في الهلام حتى لو كان موجودة بنسخة واحدة ..

لمجسات هي ان الطريقة المتبعة في تعليم جزيئات الدنا اشعاعية للحصول على ا
 .  nick – translation طريقة انتقال الثلمة
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وفضلا عن فائدتها في الكشف عن قطعة دنا معينة في خليط من القطع المختلفة 
، فان وضمة سودرن مفيدة كذلك في بناء خرائط التقييد وخرائط الجينات وذلك 

تحديد اعداد وحجوم القطع المشعة بمعاملة قطع الدنا باكثر من انزيم تقييد ومن ثم 
الناتجة عن كل معاملة حيث يمكن من خلالها رسم خرائط التقييد كما اوضح 

 سابقا .
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   Northern blotting   وصمة نورثن

 

 

على الرغم من الكفاءة العالية التقنيه وصمة سودرن في تحديد مواقع وحجوم 

قطع الدنا، الا انها لم تكن ملائمة لنقل جزيئات الرنا من الهلام إلى مرشح نترات 

السللوز ، بسبب عدم ارتباط الرنا بمثل هذا المرشح. لذا فقد عمد باحثون اخرون 

إلى تطوير تقنية مشابهة لتنقية سودرن يمكن استعمالها لنقل جزيئات الرنا من 

 الهلام الى ورقة فعاله کيمياوية .

تحضر هذه الورقة عن طريق معاملتها بسلسلة من التفاعلات الكيمياوية بحيث 

لة للارتباط بقوة مع جزيئات الرنا . تنقل حزم الرنا من الهلام إلى هذه تصبح قاب
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الورقة بنفس الطريقة المتبعة في تقنية سودرن ثم تهجن مع مجسات دنا، ليتم 

تحديد مواقعها بعد ذلك بطريقة التصوير الاشعاعي الذاتي . بما أن هذه الطريقة 

جزافا اسم وصمة نوردرن هي امتداد التقنية وصمة سودرن فقد اطلق عليها 

Northern blotting 

 

يسمح الارتباط القوي لجزيئات الرنا بالورقة الفعالة كيمياويا باعادة استعمال 

هذه الورقة في اكثر من تجربة واحدة . حيث يمكن ازالة المجس المرتبط 

بجزيئات الرنا عن طريق غسله بدرجة حرارة غير ملائمة لاستقرار الخيوط 

وبهذا ستبقى جزيئات الرنا وحدها مرتبطة بالورقة وبنفس المواقع الهجينة . 

 السابقة وعندها

تصبح جاهزة للارتباط مع مجس يختلف عن الأول ويمكن بواسطته الكشف عن 

 جزيئة رنا اخرى.

على الرغم من أن طريقة وصمة نورذرن قد صممت اساسأ لنقل حزم الرنا من 

، الا أن المعلومات اللاحقة اثبتت ملاءمتها  الهلام إلى الورقة الفعالة كيمياوية

 لنقل

حزم الدنا ايضا. فقد وجد أن قطع الدنا، وخاصة الصغيره منها ترتبط بكفاءة 

 عالية الى الورقة الفعالة كيمياوية .

أوضحت البحوث اللاحقة امكانية نقل حزم الرنا، بصورة مباشرة من الهلام الى 

ظروف تختلف عن تلك المستعملة في نقل  مرشح نترات السليللوز بشرط توفير
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جزيئات الدنا. وبهذا فقد اعتمدت هذه الطريقة بصورة واسعة لانها لاتتطلب 

 تحضير الورقة الفعالة كيمياوية كما هي الحال في طريقة وصمة نورذرن .

دور كبير في تطوير تقنيات اخرى مشابه يمكن استخدامها  كان لتقنية سودرن

في نقل الجزيئات المختلفة من الهلام. فعلاوة على وصمة نورذرن ، طورت 

  Westren blottingوصمة ويسترن  تقنية اخرى اطلق عليها هذه المره اسم
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  Westren blottingوصمة ويسترن  

 

 

تستخدم هذه التقنية اساسا لنقل جزيئات البروتينات من الهلام إلى مرشح نترات 

السليلوز . فبعد اجراء الترحيل الكهربائي في هلام البولي اکريلامايد تنقل حزم 
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البروتينات من الهلام إلى ورقة نترات السللوز ، ويكشف عن البروتين المطلوب 

ومعلم اشعاعية . من الجدير  متخصص antibodyعن طريق مفاعلته مع ضد 

بالذكر أن مصطلح وصمة ويسترن قد يستخدم أحيانا ليعني عملية نقل جزيئات 

 الرنا الى مرشح نترات السليلوز .
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تحديد تتابع  

  نيوكليوتيدات الدنا
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. تعد تقنية تحديد تتابعات الدنا واحدة من أهم تقنيات الهندسة الوراثية . فمن خلالها اصبح  

لقطعبة ننبا معينبة بدببة بالوبة. وممبا ه بن فيب  أ   ممكنا التعرف على تتباب  النيولليوتيبدات

هذه التقنية اضفت بعدا جديدا لعلبم الحيباة اليئي بك ول بفت ل يبرا مبن ااسبرار التبك تحبي  

بيئي ببة الببدنا. لمببا أمكببن مببن خلالهببا التعببرف علببى احيعببة العديببد مببن اليينببات المكلونببة 

 وخواصها.

تستخدم فك الوبت الحاضر اريقتا  رئيسبيتا  لتحديبد تتباب  النيولليوتيبدات . ابور ااولبى 

 chainوتببدعك اريقببة ايقبباف السلسببة  Sanger and Coulsonسببنير ولولسببو  

termination method امببا ال انيببة فقببد اورهببا مابسببام وجلحببرت .Maxam and 

Gilbert  ويطلببع عليهببا اسببم اريقببة التحلببي الكيميبباو chemical degradation .

 ت ترا اريقة سنير .

 Ml3ولولسو  بلونة الدنا المرغوب تحديد تتابعاتها فك احبد النواببي الم بتقة مبن العبائك 

للحصول عليهبا ب بكي خبي  مفبرن .. وهبذه الطريقبة ال بر اسبتعماه فبك الوببت الحاضبر مبن 

 اريقة مالسام وجلحرت التك هزالت تستعمي تحت ظروف معينة. .

 

  )طريقة سنجر ورکولسون ) طريقة ايقاف السلسلة

ت ترا هذه الطريقة ا  تكو  بطعبة البدنا المرغبوب تحديبد تتابعاتهبا علبى  بكي خبي  مفبرن 

لكك تستخدم بم ابة بالب لتخليع الخي  ال انك بواسطة بوليمريئ الدنا. لذا تكلبو  بطب  البدنا 

للحصبول عليهبا ب بكي خبي  مفبرن  M13 بيد البدر  فبك احبد النواببي الم بتقة مبن العبائك

 . ملائم هجراء هذه العملية
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تعتمد هذه الطريقة على استولال خاصيتين من خصائص انبئيم ببوليمريئ البدنا. ااولبى هبك 

 بابليت  على تخليع خي  جديد مكمي للخي  المكلو  ) القالب (

 

ال انيببة فهببك عببن اريببع اضببافت  للنيولليوتيببدات اليديببدة واحببدة بعببد اخببر  امببا الخاصببية 

            dideoxynucleoside triphosphates 3 ,2    بابليت  على استعمال

لمبببانة أسبببا  فبببك بنببباء الخبببي  اليديبببد. ن  هبببذه المبببانة هبببك مبببن م بببابهات مولبببدات  ,

التبك يسبتخدمها اهنبئيما عبانة  (deoxynucleoside triphosphates) النيولليوتيدات

فك بناء الخي  اليديد. وبهذا سيضبي  اانبئيم هبذه الم بابهات خلبى خبي  البدنا اليديبدا فبك 

للسبكر  3حالة وجونها فك الوس ا وبما انها تفتقر خلى ميموعة الهيدرولسبيي فبك الموبب  

ر اضببافة الخماسببك فببا  اضببافتها سببتان  خلببى ايقبباف نمببو سلسببلة الببدنا اليديببدة بسببحب تعببذ

 (OH- 3 )النيولليوتيدات الى ارفها الفابد لميموعة

مخططا لطريقة سنير ولولسو  لتحديد تتابعات بطعة ننا مكلونب  ب بكي  التالكيم ي ال كي 

. هجبي تخليبع الخبي  المكمبي للخبي  المكلبو  M13خي  مفرن فك احد النوابي الم تقة مبن 

ليستخدمها انبئيم ببوليمريئ البدنا فبك  OH-3هبد من وجون بان ء ذ  نهاية حره من نوع 

اضافة النيولليوتيدات اليديبدة. لبذا يضباف فبك هبذه الحالبة ببان ء مخلبع بيمياويبة ومكمبي 

للتتبباب  الميبباور لقطعببة الببدنا المكلونبب  فببك النابببي ) يمكببن الحصببول علببى الحببان ء بصببورة 

مختلفببة (. بعببد ال M13تياريببة حيببو تتببوفر انببواع مختلفببة ملائمببة للاسببتعمال مبب  نوابببي 

ارتحباا الحبان ء بالمنطقبة الميبباورة للبدنا المكلونب  تحبدأ عمليببة تخليبع الخبي  اليديبد وذلببن 

بطعبة بلينبو هبك هنبئيم ببوليمريئ البدنا )ا( )  Klenow fragmentباضبافة بطعبة للينبو 

 اليئء المساول عن تخليع خيوا الدنا فك جئي ة بوليمريئ الدنا )ا(ا اما
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للانببئيم فيكببو  مسبباوه عببن تحطببيم الببدناا واهنببواع ااربعببة مببن مولببدات اليببئء اهخببر 

 (((dCTP , dGTP, dTTP , dATP))) النيولليوتيدات وهك

. يقسبم p32. وييب أ  تكبو  واحبدة او ال بر مبن هبذه المولبدات معلمب  ا بعاعيا بواسبطة 

النيولليوتيبدات.  الخلي  بعد ذلن خلى أربعة أنابيب ويضاف لكي انحوب احد م ابهات مولدات

والرابببب   ddGTPوال البببو  ddCTPوال بببانك  ddATPفيضببباف للانحبببوب اهول مببب لا 

ddTTP وبهببذا سببتحدأ بطعببة للينببو هنببئيم بببوليمريئ الببدنا باضببافة النيولليوتيببدات خلببى .

ن  م ببابهات المولببدات موجببونه فببك  بمبباللحببان ء لحنبباء الخببي  اليديببد. و OH-3الطببرف 

 ان  خلى توب  نمو خي  الدنا اليديد.الوس  فا  اضافتها ست

 dATP فا  انئيم بوليمريئ البدنا سيضبي  ddATP فاذا لا  اهنحوب اهول محتويا على

فك القالب وسيان  هذا خلى اسبتمرار عمليبة التخليبع فبك الحالبة  T مقابي لي ddATP او

خلى الخلي  بترليئ محسبوب بحيبو  ddATP ااولى والى ايقافها فك الحالة ال انية. يضاف

احيانبا اخبر    ddATP احيانا و dATP يكو  الميال متاحا انئيم بوليمريئ الدنا هضافة

ينتج عن هذه العملية تكوين خلي  من خيوا ننبا جديبدة م بعة وذات اابوال مختلفبة تنتهبك 

س الطريقبة. . تخلع الدنا اليديدة فك اانابيب ال لاثة ااخر  ببنف3فك الطرف  ddATP ب

وهذا وبعد انتهباء فتبرة التفاعبي فبك اانابيبب اهربعبة سنحصبي علبى خلبي  مبن خيبوا البدنا 

ولكنهبا  5اليديدة المختلفة اااوال التك تحتو  جميعا على نفبس النيولليوتيبد فبك الطبرف 

 وهكذا  ddTTP وبسم نخر با ddATP ا حيو ينتهی بسم منها ب3تختل  فك الطرف 

ليديدة الناتية عن لي تفاعبي مبن التفباعلات ااربعبة علبى  بكي حبئم ننبا و تفصي الخيوا ا

تميبئه وحسببب ااوالهببا عببن اريببع ترحيلهببا لهربائيبة فببك هببلام الحببولك ابريلامايببد. يحضببر 

الهلام المستخدم. بطريقة تسم  بفصي حئم الدنا حتبى لبو لانبت مختلفبة بمقبدار نيوبليوتيبد 

لمبا ملبم (. 0.5 الورض هبلام ربيبع جبدا ) اببي مبن  واحد فك الطولا وغالحا مايستعمي لهذا

يضاف للهلام المستعمي مانة اليوريا التك تعمي على مسخ الدنا وفصي الخيوا اليديدة عبن 
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وهجببي منبب  الخيببوا الممسببوخ  مببن اهرتحبباا مبب  بعضببها مببره  القالببب المكلببو  فببك النابببي.

لن عبن اريبع اجبراء الترحيبي م او ال ر ويتم ذ60اخر  ييب رف  نرجة حرارة الهلام الى 

الكهربائك باستخدام فولتية عالية . بعبد انتهباء الترحيبي الكهرببائك وفصبي الخيبوا المفبرنة 

 الهببلام بطريقببة التصببوير اه ببعاعك الببذاتك المعلمببة ا ببعاعيا يببتم تحديببد موابعهببا علببى

Autoradiography ر بعد تعيين مواب  الحبئم المختلفبة يمكبن وبحسباا  ببراءة التصبوي

 اه عاعك الذاتك لتحديد تاب  النيولليوتيدات لقطعة الدنا المكلون  لما هو موض  بال كلين 

تتسم براءة التصبوير اه بعاعك البذاتك لتحديبد تتباب  النيولليوتيبدات بالسبهولة . حيبو يبتم 

مسببافة وهببك تم ببي احعببا اصببور بطعببة ننببا مخلقبب  فببك  اوه تحديببد الحئمببة المهبباجرة هاببول

الخلببي . وهببذا يعنببك أ  نمببو هببذه القطعببة بببد توببب  عنببد النيولليوتيببد ااول للقالببب ) أ  ا  

  حي  المولد بد اضي  مقابي النيولليوتيد ااول للقالب (.

 

ممببا يعنببك ا   ddCTPاذا نلاحببأ أ  اصببور حئمببة تقبب  فببك الميببال الببذ  يحتببو  علببى 

. الخطببوة ال انيببة هببك تحديببد موببب  Cولليوتيببد ااول فببك الخببي  اليديببد هببو مببن نببوع الني

الحئمببة المهبباجرة بمسببافة ابببي مببن ااولببى وتعيببين الميببال الببذ  تحرلببت فيبب  والتببك تكببو  

ايضبا ممبا  C أاول مبن الحئمبة ااولبى بمقبدار نيوبليوتيبد واحبد فقب . الحئمبة فبك الميبال

ايضا. أما الحئمة ال ال ة  C انك فك الخي  اليديد هو من النوعي ير الى أ  النيولليوتيد ال 

وبهبذا (  ( ddATP البذ  يحتبو  علبى  A مبن ناحيبة مسبافة الهيبرة فتقب  فبك الميبال

وهكذا تسبتمر القبراءة لتحديبد موابب  الحبئم وميبال  A سيكو  النيولليوتيد ال الو من نوع

 .حرلتها لمعرفة تتاب  النيولليوتيدات بالكامي
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