
  Biotechnology2                                                          2التمنٌة الحٌوٌة 

 Lecture 1                                                                   1المحاضرة 

    Isolation of Organisms Used in Biotechnologyعزل الكائنات المستخدمة فً التمنٌة الحٌوٌة  

 لسم علوم الاغذٌة  –المرحلة الرابعة 

 عزل الخلاٌا النباتٌة :

المٌزة الهامة للانسجة النباتٌة هً انها اذا زرعت لطعة منها على وسط صلب ملائم فانها تنمو الى كتلة غٌر متماٌزة تسمى الكالس )    

Callus .) 

 ن لعزل الخلاٌا النباتٌة:هنان طرٌمتا   

 الطرٌمة المباشرة, وتتضمن اجراء الخطوات الآتٌة : اولا.   

% صودٌوم هاٌبو كلوراٌت  1,1تؤخذ الاجزاء الفتٌة من طبمة المٌزوفٌل من الاوراق, وتزال العروق منها وتعمم الاوراق بمحلول  -1     

 ٌم ثم تغسل بالماء الممطر عدة مرات.لزٌادة كفاءة التغم Teepol% من مادة  1,5الحاوي على 

 Polygalacturonaseتمطع الاوراق الى لطع صغٌرة جدا, وتوضع فً وسط سائل خاص ٌحوي على عدة مكونات اهمها انزٌم  -2     

 لتحلٌل المواد السلٌلوزٌة واللكنٌن فٌصبح النسٌج الل تماسكا.

 دلٌمة لزٌادة الفعل الانزٌمً وضمان كفاءة انفصال الخلاٌا عن بعضها. 21مدة  تنمل الخلاٌا الى الوسط نفسه مرة اخرى وتحضن -3     

ماٌكرون لغرض فصل المطع الكبٌرة غٌر المتحللة, وٌستخدم الراشح الذي ٌحتوي على  4لطر فتحاته ٌرشح المحلول من خلال مرشح  -4     

 خلاٌا مفردة.

على الكالس من جزء نباتً ٌزرع على وسط صلب خاص, ومن الممكن اعادة زراعة ثانٌا. الطرٌمة غٌر المباشرة: ٌمصد بها الحصول    

( للحصول على تركٌب هش ٌسهل تفتٌته عند نمله الى وسط سائل وٌمكن اجراء هذه الخطوة  Subcultureالكالس عدة مرات او نملات ) 

 (. Shaker incubatorباستخدام حاضنة هزازة ) 

 عزل الخلاٌا الحٌوانٌة:

للنسٌج, وٌجب ان تحفظ الخلاٌا فً محلول ٌحتوي على بروتٌنات المصل لغرض رفع حتاج الخلاٌا الحٌوانٌة عند العزل الى معاملات اولٌةت   

 (, ومن اهم هذه المعاملات: Isotonic mediumالازموزٌة ) الوسط المتعادل ازموزٌا مع الخلاٌا 

لتحلٌل المادة الخلوٌة البٌنٌة, وتمتاز هذه الطرائك بضرورة ت أ. المعاملات الانزٌمٌة: تستعمل بعض الانزٌما   

 امرار الخلاٌا بمرحلة اصلاح لتستعٌد الخلاٌا نشاطها, ومن اهم الانزٌمات المستخدمة فً هذا المجال :

: احد الانزٌمات المحللة للبروتٌن ٌضاف عادة فً محلول ملحً منظم ٌسمى   Trypsin التربسٌن -1     

HEPES   م لعدة اٌام. 33% وتبلغ درجة حرارة الحضن  1,25. وٌبلغ تركٌز التربسٌن فً المحلول المنظم 

ٌفضل التربسٌن على غٌره من الانزٌمات لانه عالً التخصص فً التأثٌر و لاحتواء معظم الاوساط على         

ماف عمله, لكن من مساويء تموم بتثبٌط الانزٌم واٌ Trypsin inhibitors  مواد تسمى مثبطات التربسٌن

 استخدام هذا الانزٌم ان الخلاٌا تحتاج الى اكثر من اسبوع لاصلاح الاضرار الناتجة عن الفعل الانزٌمً.

: مستخلص انزٌمً ٌحتوي على بروتٌٌزات لاعدٌة ومتعادلة ٌنتج بواسطة  Pronaseالبرونٌز  -2     

Streptomyces greseus ف الفعل الانزٌمً بعد اكتمال التحلل., وٌجب اجراء معاملة لاٌما 

: هذا الانزٌم ٌحلل الكولاجٌن وٌستعمل لفصل الخلاٌا الحٌوانٌة المحاطة  Collagenaseالكولاجٌنٌز  -3     

%, وٌشترط خلو المحلول من اٌونات الكالسٌوم  2 – 1بكمٌة كبٌرة من الكولاجٌن, وٌستخدم عادة بتركٌز 

 فً فعالٌة الانزٌم. والمغنسٌوم لانها تؤثر سلبا



ب. الطرائك الكٌمٌائٌة: من ممٌزات هذه الطرائك أنها تجنب الخلاٌا تاثٌر الانزٌمات, ومن اهم تلن الطرائك    

 الذي ٌعمل كعامل مخلبً ٌحتجز الاٌونات ثنائٌة التكافؤ. EDTAاستعمال محلول سترات الصودٌوم الحاوي على 

لوحظ ان كفاءة عزل الخلاٌا باستعمال هذا المحلول تزداد عند اضافة الحامض الامٌنً كلاٌسٌن, وٌشترط         

 فً هذه الطرائك غسل الخلاٌا عدة مرات لازالة اثار المواد الكٌمٌائٌة.

 عزل الخلاٌا من السوائل الجسمٌة:   

الدموٌة والخلاٌا المناعٌة, واهم الطرائك المستخدمة فً تشمل كرٌات الدم الحمر وخلاٌا الدم البٌض والصفائح    

 عزلها تشمل :

% ثم  35: ٌضاف النموذج على سطح محلول الالبومٌن المحضر بتركٌز التطوٌف بمحلول الالبومٌن -1   

 .ٌجرى النبذ المركزي فتنفصل الخلاٌا فً الاعلى بٌنما تكون المواد الكاربوهٌدراتٌة والبروتٌنٌة فً الاسفل

الطرد المركزي المتدرج: عند اجراء الطرد المركزي لبعض المحالٌل ٌنتج فً انبوبة الطرد المركزي  -2   

تدرج فً الكثافة ٌمكن ان تنفصل فٌه الخلاٌا بصورة حزمة. ومن الامثلة على هذه المحالٌل: محلول السكروز و 

 محلول كلورٌد السٌزٌوم.

( : وهً مواد تستخلص من  Phytohaematoglutininsل النباتً ) استخدام مواد التكتٌل ذات الاص -3   

 الفاصولٌا الحمراء تسبب تكتل كرٌات الدم الحمر خاصة غٌر الحاوٌة على نواة وبذلن ٌسهل فصلها.

تتصف خلاٌا الدم بمٌلها الى الالتصاق بحبٌبات الزجاج خاصة عند عدم وجود الالتصاق بحبٌبات الزجاج:  -4   

 والمغنسٌوم.الكالسٌوم 

 الاتصاق الى الالٌاف: تستعمل انواع خاصة من الالٌاف تغمر فً النموذج لغض التصاق الخلاٌا بها. -5   

 عزل الخط الخلوي:

تحتاج بعض عملٌات التمنٌة الحٌوٌة الى مجموعة خلاٌا ناشئة من خلٌة واحدة, وهذا ماٌطلك علٌه الخط الخلوي    

 (Cell line وٌمكن الحصول , ) :على خلٌة مفردة بعدة طرائك اهمها 

ملم تغمر فً السائل, وعند  1,1( : هً انابٌب لطرها الداخلً  Microtubesالانابٌب المجهرٌة )  -1   

 الاسترداد ستعطً خلاٌا مفردة.

( : ٌتم اجراء سلسلة تخافٌف للحصول على خلاٌا مفردة فً  Serial dilutionsسلسلة التخافٌف )  -2   

 ٌف الاخٌرة.التخاف

( : تستخدم حمن ) سرنجات ( مجهرٌة لسحب لطرة مجهرٌة من السائل  Microdropالمطرة المجهرٌة )  -3   

 ٌمكن ان تحتوي على خلٌة مفردة.

 عزل الاحٌاء المجهرٌة:

التً ٌمع ٌعد عزل الاحٌاء المجهرٌة الركن الاساس لمعظم عملٌات التمنٌة الحٌوٌة, وٌجب الاعتناء جٌدا بالبٌئة    

 Exotic habitatsعلٌها الاختٌار لعزل الكائن منها. ٌفضل اللجوء الى البٌئات المتطرفة او الغرٌبة او المنعزلة ) 

( لعزل الكائن منها لانها تحتوي على انواع متعددة من الاحٌاء المجهرٌة المتطبعة على الظروف السائدة فٌها, 

( اثناء عملٌة العزل للحصول على الكائن المطلوب  Selective pressureوٌجب ان ٌتم تسلٌط ضغط انتخابً ) 

بالل ماٌمكن من المنافسة مع الكائنات الاخرى, وفً كثٌر من الاحٌان ٌتم اللجوء الى اجراء عملٌة الاغناء ) 

Enrichment بٌئة العزل.( اذا كان عدد الاحٌاء المجهرٌة محدودا ف ً 

على خلٌط من الاحٌاء المجهرٌة, لذلن لابد من اختٌار البٌئة المناسبة التً تحتوي اي بٌئة من بٌئات العزل    

ٌمكن ان ٌوجد فٌها الكائن المطلوب عزله باعداج تكفً لنجاح عملٌة العزل, فمثلا عندما ٌراد عزل البكترٌا 

 كنماذج ٌتم منها العزل. المنتجة لانزٌم اللاٌبٌز ) وهو الانزٌم المحلل للدهون ( لابد من اختٌار مواد غنٌة بالدهون



 المعاملات الاولٌة للنماج لبل العزل:   

 الاغناء ) لزٌادة عدد الكائن المطلوب فً بٌئة العزل (. -1   

 استخدام الحرارة ) لغرض عزل البكترٌا المكونة للسبورات (. -2   

زل مثل طعم السلٌلوز المستخدم ( لزٌادة عدد الاحٌاء المجهرٌة المطلوبة فً الع Baitاستخدام الطعم )  -3   

 لعزل البكترٌا المحللة للسلٌلوز.

 التمطٌع والهرس. -4   

 الترشٌح. -5   

 اضافة بعض المنشطات او المثبطات. -6   

 جعل ظروف النمو هوائٌة او لاهوائٌة حسب الكائن المطلوب عزله. -3   

 الطرائك المستعملة لعزل الاحٌاء المجهرٌة:   

تتضمن الطرائك الرئٌسة لعزل الاحٌاء المجهرٌة استخدام الوسط الغذائً الصلب واعتماد احدى طرٌمتً    

( او  Paure plate( والزرع بتمنٌة الصب )  Dilution( على الاطباق او التخفٌف )  Strekingالتخطٌط ) 

 (. Surface plateالنشر السطحً ) 

 5,,1( بتركٌز  Normal saline% ( او المحلول الملحً الفسٌولوجً )  1,1ٌستخدم ماء الببتون ) بتركٌز    

% ( فً حالة  1,1% كمحالٌل للتخفٌف وتحضٌر نماذج العزل, وٌستخدم محلول سترات الصودٌوم ) بتركٌز 

 النماذج ذات النسبة العالٌة من الدهون لغرض ضمان حدوث الاستحلاب.

الى اوساط العزل لغرض تسلٌط الضغط الانتخابً اللازم لنجاح ٌمكن استخدام بعض المكونات كمضافات    

 سكرٌات معمدة لعزل البكترٌا المنتجة للانزٌمات المحللة للكاربوهٌدرات.عملٌة العزل, مثل اضافة 

كما تعد السٌطرة على لٌم الرلم الهٌدروجٌنً والتهوٌة ومستوى الازموزٌة للوسط امورا مهمة فً نجاح العزل,    

 طول مدة الحضن دورا مهما اٌضا فً ضمان الحصول على الكائن المطلوب فً عملٌة العزل.وٌلعب 


