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  نواقل الكلونة 

تعني الكلونة ادخال قطعة دنا غریبة داخل مضیف لا یتحتوي اصلا على مثل ھذه القطعة      

بحیث یمكن ان تدیم نفسھا في المضیف الجدید وان تتوارث بثبات خلال الاجیال المتعاقبة وان 

. اھم معوقات نجاح تجارب الكلونة  عدم دیمومة الدنا الغریبة داخل خلابا المضیف كانت تمثل

 Repliconولاجل التغلب على ھذه المشكلة اتجھ التفكیر إلى ربط الدنا الھذف إلى مكرر  

مناسب قبل ادخالھا إلى المضیف بحیث یمكنھا التكرار والتوارث بثبات مع ھذا المكرر خلال 

زمیدات وبعض العاثیات لما ھو الاجیال المتعاقبة وكان من البدیھي ان تتجھ الانظار نحو البلا

معروف عنھما في قابلیتھا على التكرار المستقل عن الكروموسوم البكتیري لاحتوائھا على منشا 

     . تكرار خاص بھا

نتیجة لتطور تقنیات الھندسة الوراثیة وتشعب البحوث في ھذا المجال فقد اصبح ھناك حاجة    

اعتمادا على نوع المضیف والغرض المطلوب من عملیة لتطویر العدید من نواقل الكلونة 

  . الكلونة 

  -:انواع نواقل الكلونة 

  plasmidsالبلازمیدات  -١

   λ phageالعاثي لامدا  -٢

  Cosmids الكوزمیدات  -٣

 العاثیات مفردة الخیط  -٤

  

  البلازمیدات 

كروموسوم المصیف ھي عبارة عن قطع دنا داثریة لھا القابلیة على التكرار المستقل عن        

 Extrachromosomal  DNAوھي تتوارث بثبات على شكل قطع منفصلة عن الكروموسوم 

.   Joshua Lederbergالخمسینات من قبل  بدایةلاول مرة عام في البلازمیدات فت اكتش. 

وجودھا یعطي  إن إلاتختلف البلازمیدات في الحجم وھي عادة غیر ضروریة لحیاة المضیف 

بعض المواد مثل  إنتاجتمكنھ من العیش تحت ظروف استثنائیة او  إضافیةات المضیف صف

الھیمولایسین و تخمیر السكریات او مقاومة المضادات الحیاتیة  او مقومة المعادن الثقیلة او 

  . غیرھا من الصفات 

جدیدة فقد تم  بالنظر لوجود اعداد كبیرة من البلازمیدات المختلفة واستمرار اكتشاف بلازمیدات

  -:تقسیمھا اعتمادا على نظم مختلفة من اجل تسھیل دراستھا فقد قسمت إلى 

التي تحتوي على الجینات الناقلة :  conjugative plasmids  البلازمیدات الاقترانیة  -١

 .والتي تعطي للخلیة صفة الاقتران مع خلایا اخرى  tra Geneوالتي تسمى 

التي لاتحتوي على :  non-conjugative plasmids   البلازمیدات غیر الاقترانیة  -٢

وبھذا تكون البكتریا الحاویة على ھذه البلازمیدات غیر قادرة على البدء  traجین 

 .بعملیة الاقتران 



   -:وقد یعتمد تقسیم البلازمید على عدد النسخ الموجودة في المضیف وبھذا تقسم إلى نوعین 

وھذه توجد باعداد كبیرة من النسخ :  Relaxed Plasmidsالبلازمیدات المسترخیة  -١

 .نسخة  ٢٠٠داخل الخلیة قد تصل إلى اكثر من 

وھي التي توجد بعدد قلیل جدا من :  Restricted Plasmidsالبلازمیدات المتشددة  -٢

 النسخ داخل المضیف 

  

د إلى وھي البلازمیات التي تعو  Compatible plasmid قد تكون البلازمیدات متوافقة        

عائلتین مختلفتین من البلازمیدات وتستطیع ان تتواجد في نفس المضیف حتى وان كانت تحمل 

وھذه  Incompatible plasmidsنفس الجینات او قد تكون بلازمیدات من نوع غیر المتوافقة 

 النوع من البلازمیدات لا یمكنھ البقاء نفس المضیف كونھ یعود إلى نفس العائلة البلازمیدة ولا

تحتفظ الخلیة الا بنوع واحد منھما وتفقد الاخر حتى وان اكن البلازمیدان یحملان جینات 

  . مختلفة

  خصائص البلازمید المستخدم كناقل كلونة 

ولھذا الخاصیة فاوئد كثیرة منھا سھولة ) ذو وزن جزیئي قلیل ( ان یكون صغیر الحجم  -١

مقاومة للاضرار الناتجة اثناء  التعامل معھ حیث تكون البلازمیدات الصغیرة اكثر

عملیة استخلاصھا وعادة تكون البلازمیدات الصغیرة بشكل مسترخي مما یزید من 

كفاءة عزلھا اضافة إلى ان البلازمیدات الصغیرة تكون اكثر كفاءة من البلازمیدات 

الكبیرة في عملیة التحول في تجارب الكلونة واخیرا ان صغر حجم البلازمید یقلل من 

 .ص وجود مواضع حساسة متعددة لانزیم التقیید الواحدفر

ان تكون خصائصھ مفروفة بشكل جید بالنسبة لمواقع الجینات ومواقع المواضع  -٢

 .یداتھ معروفا الحساسة لانزیمات التقیید وان یكون تتابع نیوكلیوت

 .ان یكون من النوع المسترخي ولھ القابلیة على التكاثر السریع  -٣

ة انتقائیة یمكن على اساسھا انتقاء الخلایا المتحولة كان تكون صفة ان یحتوي على صف -٤

 .المقاومة لاحد المضادات الحیاتیة 

تكون البلازمیدات داخل الخلیة بشكل ملتف حول نفسھا مكونة جزیئات عالیة الالتفاف  -٥

supercoiled molecules  وتبقى جزیئات البلازمید بھذا الشكل ما دام كلا خیطي

لیمین بدون كسر ویطلق علیھا الجزیئات الدائریة المغلقة تساھمیا الحلزون س

covalently closed circular molecule ( ccc)  . وفي حالة تعرض احد خیطي

الحلزون إلى كسر تفقد الجزیئة خاصیة الالتفاف العالي مكونة جزیئة دائریة مفتوحة 

open circular (oc)  نفس المكان فستنتج جزیئة اما في حالة قطع خیطي الحلزون ب

 .  Linear molecule (L) خطیة

  E. coliكان الاتجاه في اول الامر على البلازمیدات الموجودة بصورة طبیعة في بكتریا       

خصوصا وقد تم بالقعل اختیار عدد منھا واستدمت بنجاح كنواقل كلونة ویعتبر البلازمید 

ColE1  احد بلازمیداتE.coli وعلى الرغم من .لتي استخدمت في كلونة الجینات الطبیعیة ا



استعمال اللازمیدات الطبیعیة كنواقل كلونة الا انھا تعاني من نقص كبیر في بعض الصفات 

المرغوبة منھا قلة المواضع الحساسة المفردة لعدد من انزیمات التقیید وكبر حجم البلازمید 

وكان الھدف . سخ في خلایا المضیف وصعوبة الكشف عن صفتھ المظھریة وانخفاض عدد الن

ھو الحصول على ناقل لكونة مثالي حاوي على جمیع الصفات المرغوبة التي تؤھلھا لتكون 

ومع تطور تقنیات الھندسة الوراثیة نجح الباحثون في بناء نواقل . نواقل كلونة مثالیة وكفوءة

اول ناقل كلونة  pBR322قل كلونة مھندسة وراثیا حاویة على كل الصفات المطلوبة وكان النا

وكان تتابع ) زوج قاعدي ٤٣٦٣( مھندس وراثیا وكان من النوع المسترخي وذو حجم صغیر 

  .نیوكلیوتیداتھ معروف بشكل جید وحاوي على مواضع مفردة لعدد من انزیمات التقیید 

  

     

  

  

  العاثي لامدا 

المدروسة من الناحیة الوراثیة وادى ھذا إلى   E.coliیعد العاثي لاما من اكثر عاثیات        

لاستخدامھ كناقل تراكم المعلومات على المستوى الجزیئي لذلك اتجھت الانظار إلى العاثي لامدا 

ان دنا العاثي بشكلھ الطبیعي عبارة عن جزیئة خطیة من الدنا مزدوجة .  E.coliكلونة لبكتریا 

زوج قاعدي وتم تحدید تتابعاتھا بالكامل وتتصف ھذه الجزیئة  كلیو 48.5الخیط یبلغ حجمھا 

نیوكلیوتیدة وان التتابع لھذین  ١٢باحتوائھا على نھایات لاصقة ناتة على الجانبین بطول 

النتوئین مكملین لبعضھما البعض  وعند دخول دنا العاثي إلى الخلیة المضیف ترتبط النھایتان 

مما یجعل الجزیئة تاخذ  cohesive (Cos) siteاللصق  مع بعضھما لتكوین ما یعرف بموضع

  .الشكل الدائري داخل المضیف

بعد دخول دنا العاثي إلى داخل المضیف سرعان ما ترتبط النھایات الاصقة لتكون جزیئة       

حیث یبدا  Lytic cycleالاول یسمى بالدورة التحللیة ، وتسلك احد الطریقین للاصابة دائریة 

 Rollingحیت تتضاعف الجزیئة الدائریة بطریقة الدائرة المتدحرجة ، بالتكرار  الدنا اولا

Circle Mode  حیث تتكون سلسلة من الجزیئات الخطیة المتصلة مع بعضھا في مواضعcos 

یرافق عملیة تكرار الدنا عملیة تكوین رؤوس العاثیات وذیل العاثي من خلال التشفیر لھا من 



تبا بعدھا عملیة تعبئة جزئیات الدنا في راس . یسار جزیئة الدنا للعاثي  الجینات المتواجدة على

 Aالعاثي بعد ان یتم فصل الجزیئات المتكونة عن بعضھا بواسطة انزیم قاطع یسمى بروتین 

لینتج .  cosللعاثي لامدا ویستھدف ھذا البروتین القاطع التتابع في الموضع  aینتجھ الجین 

یرتبط بعدھا ذیل العاثي بالراس لتكوین عاثیات . ت مفردة الخیطجزیئات خطیة ذات نھایا

  . ناضجة تتم بعدھا عملیة تحلل الخلیة المضیف نتیجة لتكاثر العاثیات داخل الخلیة 

حیث  Lysogenic cycleاما الطریق الثاني الذي یسلكھ العاثي لامدا ھو الدورة التحلحلیة      

وتصبح )  attموقع ( اج مع كروموسوم المضیف وبموقع معین تقوم جزیئة الدنا الدائریة بالندم

بعد اندماجھ مع الدنا الكروموسومي یقوم . بذلك جزیئة دنا العاثي جزء من كروموسوم البكتریا 

العاثي بانتاج بروتین كابح یعمل على ایقاف جینات العاثي بصورة كاملة وبھذا یبقى العاثي 

ویبقى جزء ثابت من   Prophageدمج بالعاثي الاولي متوقف عن العمل ویسمى العاثي المن

وتملك الخلیة المصابة بالعاثي الكروموسوم البكتیري ویتضاعف معھ عند الانقسام البكتیري 

ویبقى العاثي جزء من الكرموسوم البكتیري الا اذا . الاولي مناعة من الاصابة بعاثي اخر 

إلى ظروف معینة تساعده على الخروج من كروموسوم البكتریا لتكوین جزیئة تعرضت الخلیة 

  .دائریة تدخل الدورة التحللیة تؤدي إلى تحلل المضیف

  

  

  نواقل الكلونة المشتقة من العاثي لامدا 

ان الدنا الطبیعیة للعاثي لامدا لا تصلح بحد ذاتھا ان تكون ناقل كلونة مناسب لوجود مشكلتین 

   - :كان لابد تجاوزھما فلا ان یمكن استخدامھ كناقل كلونة وھاتان المشكلتان ھما اساسیتین 

صغر حجم الدنا التي یمكن كلونتھا في العاثي الطبیعي حیث كمیة الدنا الدنا التي یمكن  -١

بتعبئتھا لان كمیة الدنا المسموح ، كیلو زوج قاعدي  ٣تحمیلھا على العاثي لا تتجاوز 

 .كیلو زوج قاعدي  ٥٢لا تتجاوز  براس العاثي



وجود مواضع حساسة متعددة لانزیمات التقیید وھذا یعني ان معاملتھا باي من ھذه  -٢

الانزیمات سیؤدي إلى تقطیعھا إلى قطع صغیرة یصعب ربطھا مرة اخرى وبنفس 

 . الترتیب 

جزیئة دنا تم تجاوز المشكلة الاولى من خلال استغلال المعلومات المتوفرة عن طبیعة     

العاثي حیث تم حذف المنطقة الوسطى من الخارطة الكروموسومیة والتي لاتؤثر على 

كیلو  ١٥فعالیة العاثي في الاصابة والنمو وھذا سیؤدي إلى اختزال حجم دنا العاثي بحوالي 

كیلو زوج  ١٨زوج قاعدي مما یعني امكانیة كلونة دنا غریبة یصل طولھا إلى حوالي 

  .یزداد طول الدنا عن الحد المسموح بھ في عملیة التعبئةقاعدي دون ان 

اما بالنسبة لتعدد المواضع الحساسة لانزیمات التقیید فقد اتبعت عدة وسائل للحصول على 

عاثیات طافرة فاقدة لبعض ھذه  المواضع  لتصبح مناسبة لعملیة الكلونة ومنھا الانتخاب 

  . الطبیعي 

   -لمشتقة من العاثي لامدا إلى كیمكن تقسیم نواقل الكلونة ا   

وتتم عن طریق حذف المنطقة الوسطى من دنا :  Insertion vectorsنواقل الغرس   -١

تحوي ھذه النواقل . العاثي ومن ثم اعادة ربط الطرفین الایمن والایسر مع بعضھما

فیھ ویعتمد  على موضع حساس منفرد لانزیم تقیید واحد على الاقل یمكن غرس الدنا

حجم قطع الدنا المكلونة في ھذه النواقل على حجم قطعة الدنا المحذوفة من كروموسوم 

 .العاثي

یحتوي ھذا النوع من النواقل على :  Replacement vectorsنواقل الاستبدال  -٢

موضعبن حساسین لانزیم تقیید معین یحیطان قطعة دنا یمكن استبدالھا اثناء الكلونة 

الغریبة وغالبا ما تحتوي القطعة القابلة للاستبدال على مواضع متعددة لفطعة الدنا 

لانزیم تقیید اخر بحیث یمكن تقطیعھا اثناء عملیة الكلونة إلى عدة قدع صغیرة لمنع 

 اعادة غرسھا مرة اخرى اثناء عملیة اللطق 

    

  الكوزمیدات 

المشتق من  cosلموضع الكوزمید عبارة عن جزیئة ھجینة مكونة من بلازمید یحتوي على ا

العاثي لامدا ویحتوي تتابع البلازمید في ناقل الكوزمید على منشا للتكرار ومواضع حساسة 

  . مفردة لعدد من انزیمات التقیید وصفة مظھریة واحدة 

حیث وجد ان اطوال ، اعتمدت فكرة بناء الكوزمید على طبیعة نظام التعبئة للعاثي لامدا 

وھذا یعني كیلو زوج قاعدي  ٥٢إلى  ٣٧بئتھا براس العاثي تترواح بین الجزیئات التي یمكن تع

عدم امكانیة تعبئة جزئیة الدنا الا اذا كانت مواضع كوس تبعد عن بعضھا بالمسافة المذكورة 

وھذا یعني ان الكوزمیدات متخصصة باستیعاب قطع دنا غریبة كبیرة قد یصل طولھا . اعلاه

  . كیلو زوج قاعدي ٤٠إلى 



    

یوضح الشكل مخططا لكلونة باستخدام الكوزمید حیت یتم قطع الكوزمید بانزیم ملائم      

وینتج عن عملیة اللصق ھذه تكوین انواع  Ligaseوخلطھ مع الدنا الغریبة بوجود انزیم الـ 

یعدھا یتم  cos siteمختلفة من الجزیئات وبعد اتمام عملیة اللصق  یتم تقطیعھا من منطقة 

لتكوین العاثیات  in vitro packagingفي راس العاثس بطریقة التعبئة الخارجیة تعیئتھا 

حیث تعمل العاثیات على حقن  E. coliتستعمل العاثیات الھجینة لاصابة سلالات من . الناضجة 

ترتبط النھایات الاصقة للكوزمید الھجین حال دخولھ للخلیة ، الكوزمید الھجین إلى داخل الخلایا 

جزیئة حلقیة تبدا بالتكرار شانھا شان اي بلازمید دون اظھار اي صفة من صفات لتكوین 

ویمكن انتقاء الخلایا الحاوسة على الكوزمیدات الھجینة على اساس الصفة الانتقائیة . العاثي

  .المظھریة التي یحملھا الكوزمید 

  

  

  



  العاثیات مفردة الخیط 

او  DNA Sequencing ید تتابعات الدنا تتطلب بعض تقنیات الھندسة الوراثیة مثل تحد

لن تكون قطعة الدنا على شكل خیط مفرد  in vitro mutagenesisالتطفیر خارج الخلایا 

وتتطلب ھذه العملیة معملات خاصة لتحویل الخیط المزدوج إلى خیط ، ولیس حلزون مزدوج 

البلازمیدات او العاثیات لذا عمد الباحثون إلى استخدام نواقل كلونة اكثر ملائمة من ، مفرد 

جزیئة مفردة الخیط  الذي یتمیز بكونھ M13ومنھا العاثي  فكان الاختیار للعاثیات مفردة الخیط 

كیلو زوج قاعدي تكون على شكل خیط مفرد داخل غلاف  6.4صغیرة الحجم یبلغ طولھا 

یة المضیف ویتحول إلى شكل خیط حلقي عند دخول العاثي إلى داخل الخل العاثي البروتیني

والذي یطلق علیھ بالشكل ) الشكل الحلقي( ویمكن استخدام العاقي كناقل كلونة في ھذه الحالة 

  .  Replicative form ( RF)المتكرر 

عن العاثي لامدا بانھ لایوجد حد معین من الدنا الممكن تعبئتھا في  M13یختلف العاثي      

جینات ملتصقة مع بعضھا ولا توجد مناطق غیر  ١٠من  ویتالف العاثي. الغلاف البروتیني 

ضروریة لتكرار ونمو العاثي ویكون المكان الوحید لغرس الدنا الغریبة ھو قطعة صغیرة یبلغ 

 Intergenic sequence (IS)نیوكلیوتیدة تقع بین الجینات یطلق علیھا تسمیة  ٥٠٧طولھا 

ار للعاثي الذي یجب ان یبقى سلیما اثناء عملیة علما ان ھذا التتابع یكون حاوي على منشا التكر

  .الغرس 




