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 :فهرس المصطلحات 
 الشرح باللغة الإنكلٌزٌة المصطلح باللغة العربٌة

ترددات تترتب ضمن  عبارة عن ترددات من النكلٌوتٌدات Genes المورثات

 .DNAالحمض النووي 
المنقوص  الحمض النووي الرٌبً

 الأوكسجٌن
DNA ٌة ٌوجد فً حمض نووي ٌحتوي على المعلومات الوراثٌة للخل

 تودع الدائم للمعلومات فً الخلٌة.الكروموسومات وٌعد المس

وإحدى القواعد النتروجٌنٌة  فً السكر الرٌبوزي DNA ٌختلف عن RNA الحمض النووي الرٌبوزي

وله ثلاث أنواع وظٌفٌة: الرنا الرٌبوزي الذي ٌساهم فً بناء مصانع 
ٌفرة الوراثٌة من دنا تركٌب البروتٌن، والرنا المرسال ٌقوم بنقل الش

بداخل النواة إلى مصانع التركٌب البروتٌنً داخل السٌتوبلازم والرنا 
الناقل الذي ٌقوم بنقل الحوامض الأمٌنٌة إلى مصانع التركٌب 

  .البروتٌنً

جسٌمات مجهرٌة خٌطٌة الشكل، تترتب الجٌنات أو المورثات  Chromosome الصبغٌات
 على امتدادها.

انتقل جٌن أو أكثر من خلٌة بكتٌرٌة متهشمة إلى أخرى حٌة  Transformation التحول
نتٌجة احتفاظ المادة الوراثٌة على فعالٌتها بعد مقتل الخلٌة 

 وتهشمها

دقائق متناهٌة فً الصغر تتكون خارج الخلاٌا المضٌفة من  Virus الراشح
 حمض نووي دنا أو رنا محاط بغلاف بروتٌنً.
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 :الأهداف 

 ى جلىيت الهىدطت الوزاثيت.تعسف علال 

ماث المظتخدمت فيها، وكيفيت فصل الأحماض الىووٍت وعصل   التعسف على أهم الأهصٍ

 الموزثاث، وهواكل الهىدطت الوزاثيت.

 التعسف على أهم جطبيلاتها. 

 :إشكالية البحث 
 وما هي أهم جطبيلاث هرا العلم؟؟ ما الملصود بالهىدطت الوزاثيت؟؟ 

طلاح ذو حدًن، فهل من الممكن أن ٌظبب هرا العلم فىاء  إن الهىدطت الوزاثيت 

ت على السغم من جميع الفوائد الصزاعيت والصىاعيت والطبيت  ؟؟التي كدمها البشسٍ

كيف ًتم جىليت الجيىاث وعصلها ومن ثم حشسها في موكع محدد على كسوموطوم معين  

 في خلاًا المضيف؟؟
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 :المقدمة 

ة لجميع صور الحياة القادرة على التكاثر وإنتاج نسل. وقد حاولت تعتبر الوراثة الصفة الدشتًك
الوراثة بفروعها الدختلفة تفستَ آلية انتقال الصفات من جيل إلى آخر، كما سالعت أيضاً 
بتقدنً تفستَات علمية دقيقة لظهور الاختلافات بتُ أفراد النوع الواحد، أو أفراد النسيلة 

، اتضح وبشكل 1900 ومنذ إعادة اكتشاف قوانتُ الوراثة عام الواحدة أو حتى بتُ الجماعات.
مقنع بساماً بأن كل التفصيلات البيولوجية تعود لجذور وراثية، فالصفات العامة للأفراد مثل لون 

الطويل وما إلى ذلك من الصفات العامة، وكذلك أنواع البروتينات وغتَىا العتُ والبشرة والشعر 
 لفعل الدادة الوراثية.ما ىي إلا نواتج حقيقية 

أصبح اليوم علم الوراثة العلم الذي يوفر كل العناصر الأساسية التي يبحث عنها لقد  
البيولوجيون حتى أطلقوا على الدادة الوراثية بالكأس الدقدسة أو الدادة الدقدسة، فقد كشفت 

ىذه الدادة برمل   بأن DNA الأبحاث العلمية التي تلت إثبات الألعية الوراثية للحمض النووي
 كل أسرار الكائنات الحية.

لذلك ما إن أصبح العلماء على قاب قوستُ أو أدنى من كشف تركيب الدورثات وبرديد 
لتفصيلية حتى بدأت الأصوات تتعالى من خطورة مثل ىذه الأبحاث. وسبقت خرائطها ا

ب صيحات لقد استند أصحاصيحات التحذير ىذه ظهور الذندسة الوراثية كعلم مستقل. 
التحذير ىذه إلى الدنطق العلمي وإلى الالتزام الديتٍ وىم ليسوا بدخطئتُ في ذلك، فالذندسة 
الوراثية سلاح ذو حدين قادر على مساعدة البشرية في حل الكثتَ من الدعضلات الصحية 
والزراعية والصناعية وبزطي صعوباتها كما أنو في نفس الوقت قادر على إحداث أكبر الأضرار 

 وأفدحها.
وما الصحوة الزراعية التي يشهدىا العالم اليوم والتي من خلالذا ازداد الإنتاج الزراعي كماً ونوعاً 
إلا نتيجة لتطور الأساليب الزراعية واستعمال الوسائل العلمية في الزراعة ودخول الذندسة الوراثية  

والدضادات الحيوية واللقاحات ، كما أن الكثتَ من الأدوية والعقاقتَ والذرمونات كعامل رئيسي
وغتَىا التي تعج بو مستشفياتنا يعود الفضل بإنتاجو إلى الذندسة الوراثية، ومن جانب آخر فإن 
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الذندسة الوراثية تبقى الدشتبو الرئيس في ظهور أمراض قاتلة مثل مرض نقص الدناعة 
 وربدا أمراض أخرى. HIVالدكتسب)الإيدز( الذي يسببو راشح غريب يدعى 
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 الأول: الباب 
 المبادئ العامة في الهنذسة الوراثية:

  :1أهميت الهىدطت الوزاثيت:الفصل الأول 

تكمن ألعية الذندسة الوراثية، في إحداث تغتَات وراثية مسيطر عليها ذات ألعية اقتصادية أو علمية، 
الدورثات في الحياة  وعن طريق ذلك بسكن العلماء من الكشف عن كثتَ من الحقائق حول دور

الخلوية، والتي كانت قبل ذلك لررد افتًاضات نظرية. وبسبب ىذه الحقائق أعيدت صياغة العديد 
 من النظريات البيولوجية التي كانت سائدة. ودخل العلماء معتًكاً جديداً أطلقوا عليو البايو

، فقد بسكن العلماء من إنتاج بالتقنيات الحياتيةاليوم  أو ما يطلق عليو Biotechnology تكنولوجي
سلالات بكتتَية وأخرى لستلفة تقوم بتنفيذ أوامر جديدة لم تعرفها من قبل، حيث بذري لذذه 
الكائنات عمليات إضافة أو حذف وراثي تم من خلالذا إزالة الحواجز بتُ الأحياء بدائية النوى 

ج الأنسولتُ البشري وىرمون النمو والأحياء حقيقية النوى، فقد تم إنتاج بكتًيا قادرة على إنتا 
البشري والدضادات الحياتية واللقاحات وأشكال الدركبات الكيميائية والتي لم يكن متوقعاً بأنها ستنتج 
من معامل حيايتية وبهذه الطريقة. كما ظهرت اليوم المحاصيل الزراعية النابذة عن الذندسة الوراثية 

قاومة للحشرات والأعشاب وتنوعت ضروب الفواكو وظهرت نباتات مقاومة للأملاح وأخرى م
 والثمار. ولا أحد يعرف السقف الذي ستقف عنده مثل ىذه التقنية.  

  :2 الخطواث العامت في الهىدطت الوزاثيت:الفصل الثاوي    

تعتمد الذندسة الوراثية على التلاعب بالدورثات بطريقة تسمح بإنتاج كائنات حية بصفات متقدمة، 
العديد من الوسائل والدواد لذذا الغرض، وبشكل عام فإن خطوات ووسائل الذندسة ويستخدم 

 الوراثية:
 أولًا: عزل المورث المطلوب وربطه إلى ناقل مناسب:

 DNA إن الخطوة الأولى في عزل مورث معتُ من لرتُ كائن ما ىو استخلاص الحمض النووي

ألعها: طريقة  DNAمض النووي وتنقيتو من الشوائب. وتستخدم طرق عدة لاستخلاص الح

                                                           
1
 الدار الأهلٌة للنشر والتوزٌع، عمان المملكة الأردنٌة الهاشمٌة. ،1999العامة، الفٌصل، عبد الجسٌن موٌت الوراثة  
2
 ، الدار الأهلٌة للنشر والتوزٌع، عمان المملكة الأردنٌة الهاشمٌة.1999المعملٌة فً الهندسة الوراثٌة، عبد الجسٌن موٌت التقنٌات  
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وية باستخدام لزلول سلفات لالفينول: كلوروفورم: إيزوبروبانول: والتي يتم فيها برطيم الجدران الخ
وفصل البروتينات عن الحمض النووي  Sodium Dodycil Sulfate(SDS) دودوسيل الصوديوم

انول أو الفينول والكلوروفورم سوية بدرجة بدعاملة الخلايا المحطمة بالفينول أو الكلوروفورم والإيزوبروب
مع الدزج الجيد الذادئ. تتم بعد ذلك إزالة الطبقة العلوية التي بسثل طبقة الحمض النووي  م  65 حرارة

 النووي بالطرد الحامضوترسيب الحمض بالإيثانول الدثلج ومن ثم بذمع الخيوط البيضاء التي بسثل 

 (.1،2،1)الدركزي والتجفيف كما في الشكل

   

 

 

 

 

 

أما الطريقة الثانية الشائعة أيضاً فهي استخدام مدرج السيزيوم. يضاف كلوريد السيزيوم 
بعيارية معينة إلى لزلول الخلايا المحطمة ولؽزج جيداً في أنبوبة نايتًوسليلوز. تغلق الأنبوبة 

ينفصل بعدىا ساعة  48 دورة في الدقيقة لددة 50000جيداً ويطرد الخليط مركزياً بقوة 
ويستخدم بروميد  1.7g/Cm3 عند مستوى كثافة السيزيوم DNAالحمض النووي 

الأثيديوم لتعيتُ منطقة الحمض النووي إضافة إلى جهاز أشعة بنفسجية. تفصل طبقة 
الحمض النووي عن طريق ثقب في جدار الأنبوبة برت الطبقة ولغمع لزلول الحمض في 

  (.1،2،2)ملاح وترسيبو، كما في الشكلأنبوبة خاصة ليتم بزليصو من الأ

ولأجل عزل قطعة حمض نووي معينة برمل الدورث الدطلوب، فإنو لغب تقطيع الحمض 
والأنزلؽات القاطعة ىي  .Restriction enzymes النووي بأحد الأنزلؽات القاطعة

أنزلؽات متخصصة غالباً في تقطيع سلاسل الحمض النووي من مواقع معينة بزتلف 
وما تلاىا من ىذه  1970 عتماداً على نوع الأنزنً. ومنذ اكتشاف ىذه الأنزلؽات عاما

الأنزلؽات. ونظراً لاختلاف طبيعة عمل ىذه الأنزلؽات فقد قسمت إلى ثلاث لراميع، 
وتعتبر أنزلؽات المجموعة الثانية أىم ىذه الأنزلؽات لقطعها الدتخصصة جداً وبسثل ىذه 

     (.1،2،3)في أعمال الذندسة الوراثية، كما في الشكل المجموعة العمود الفقري

 (1،2،1)الشكل

 الخطوات العامة فً فصل الحمض النووي باستخدام الفٌنول: كلوروفورم: إٌزوبروبانول

 (1،2،2الشكل)

أنبوبة النتروسلٌلوز بعد الانتهاء من الطرد 

الفائق حٌث ٌستقر الحمض النووي  المركزي

DNA  1.7عند الكثافةg/Cm
3

. 

 (1،2،3)الشكل

بعض الأنزٌمات القاطعة الشائعة الاستخدام 

 ومواقع عملها
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مع عدة وحدات من الحمض النووي  ميكروغرام مثلًا( 10يعامل تركيز معتُ)
خاص  Buffer وحدات مثلًا( بوجود لزلول دارئ 10من الأنزنً القاطع)

 2بالأنزنً في قنينة خاصة ولػضن التفاعل بدرجة حرارة مناسبة للأنزنً لفتًة 

ساعة. ترحل قطع الحمض النووي كهربائياً بوجود قطع حمض نووي  24 إلى
 عبر ىلام الأجاروز مثلًا.  Markerمعلومة الحجم 

سالب الشحنة فإن قطع الحمض النووي  DNA ونظراً لأن الحمض النووي 
تهاجر بابذاه القطب الدوجب، وتتناسب سرعة الذجرة مع حجم ىذه القطع 

ة بشكل أسرع من القطع الكبتَة، لشا يددي إلى حيث تهاجر القطع الصغتَ 
 فصل ىذه القطع عن بعضها. 

تعتُ قطعة الحمض النووي الدطلوبة والتي برتوي على الدورث الدطلوب بعد نقل  
قطع الحمض النووي من الذلام إلى ورقة نايتًوسليلوز أو نايلون حسب طريقة 

 Labelledسم إشعاعياً ثم تهجن الورقة مع لرس مو  Southren Blotساوثرن 

probe  لؽثل مورثاً نظتَاً أو تردداً لقطعة حمض نووي نظتَة للمورث السابق
الدطلوب عزلو. بعد تنظيف الورقة عن طريق غسلها بدحاليل غسيل معينة 

يوماً. تظهر قطعة  14-7تغطى بفلم أشعة إكس وبرفظ في غطاء خاص لددة 
كحزمة سوداء على الفلم بعد  الحمض النووي التي برمل الدورث الدطلوب

 .(1،2،4)في الشكل برميضو كما

في كثتَ من الأحيان يتم اللجوء إلى ما يسمى ببنك الدورثات أو مكتبة 
تبتٌ مثل تلك لعزل مثل تلك الدورثات، ولؽكن أن  Genes Bank الدورثات

الدكتبات باستخدام قطع الحمض النووي أو قطع حمض نووي متمم 
(cDNA) Complementary DNA  مستمدة من الحمض النووي

 .Messenger RNA( mRNA)الدرسال

تربط ىذه مع ناقل مناسب. النواقل: ىي بعد تعيتُ موقع الحمض النووي التي برمل الدورث الدطلوب 
قصتَة دائرية غالباً وقادرة على التضاعف الدستقل عن الخلية أو سوية  DNA جزيئات حمض نووي
الدعروفة جيداً والدستخدمة كثتَاً في أعمال الذندسة الوراثية ىي البلازميدات  معها. وأفضل النواقل

 (1،2،4)الشكل

مهجرة كهربائٌا عبر هلام  DNAقطع الحمض النووي 

الأجاروز ونتائج تهجٌنها بعد نقلها إلى ورق خاص باستخدام 

( تمثل قطعة الحمض 3الحزمة رقم ) مجس موسم إشعاعٌا.

 المهجنة مع المجس. Bالنووي 

 (1،2،5)الشكل

 أشكال مختلفة من النواقل المستخدمة فً الهندسة الوراثٌة
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برتوي معظم ىذه النواقل على مورثات معينة  .(1،2،5)والعاثيات والكوزميدات، كما في الشكل
تسمح بالتعرف عليها في حالة وجودىا في خلايا مضيف معتُ. ولؽكن أن تكون ىذه الدورثات 

 ت مقاومة الدضادات الحيوية الدوجودة في البلازميدات أو مورثات مزروعة في الناقل.طبيعية مثل مورثا
في ولأجل زرع قطعة الحمض النووي أو الدورث  PBR322 وبفرض أن الناقل الدستخدم ىو بلازميد

الناقل فإنو لابد من فتح الناقل بنفس أنزنً القطع الدستخدم في تقطيع الحمض النووي لمجتُ الكائن 
ويكون عندئذٍ الناقل  Ligase ول. تلحم بعد ذلك قطعة الدورث مع الناقل باستخدام أنزنً اللحامالأ

 الذجتُ جاىزاً للخطوة التالية.

 ثانٌاً: إدخال النواقل الهجٌنة إلى المضائف:

وىي الخطوة التالية في الذندسة الوراثية حيث يتم فيها إدخال النواقل الذجينة إلى خلايا مضائف 
بة تسمح للمورث الجديد بالتعبتَ عن نفسو. إن أفضل الطرق الدستخدمة في إدخال النواقل مناس

التي يتم فيها معاملة خلايا الدضيف)بكتًيا  Transformation الذجينة ىي ما تدعى بطريقة التحول
ىلة عادة( بواسطة لزاليل ملحية بدرجة حرارة منخفضة لزيادة نفاذية جدرانها ثم مزج الخلايا الدد 

مع لزول الناقل الذجتُ لأجل السماح لو بالدخول إلى الخلايا على  Competent cellsللتحول 
وسط غذائي مناسب. إن طريقة التحول ليست صالحة لجميع أنواع البكتًيا ولكنها مناسبة جداً 

ريقة ، وقد تم تطوير ىذه الطE.Coliلأفضل الدضائف الدستخدمة في الدختبرات وىي بكتًيا القولون 
كما تستخدم خلايا مراراً لزيادة كفاءتها وشمل أنواع لستلفة من البكتًيا والخلايا الحية الأخرى.

 عند استخدام خلايا مضيفة بنائية. Protoplastsالبروتوبلاست 
 كشف عن تعبٌر المورثات الجدٌدة: ثالثاً: ال

نفسو في الخلايا الدضيفة. وتعتبر تتضمن ىذه الدرحلة التأكد من لصاح الدورث الجديد في التعبتَ عن 
ىذه الدرحلة حاسمة نظراً لوجود الكثتَ من العقبات التي بسنع الدورثة من العمل وفي ىذه الحالة تصبح 

على نوع الدورث ونوع الكائن الذي الذندسة الوراثية برمتها غتَ لردية. تعتبر عملية التعبتَ عن الدورث 
قل الدستخدم، فمثلًا لؽكن التعبتَ عن الدورثات التي تعود للأحياء تم عزل الدورث منو وكذلك نوع النا
مناسباً للبكتًيا  Promoter وعندما لػمل الناقل لزفزاً  cDNA حقيقية النوى عندما تكون بهيئة

لؽكن التعبتَ عن نفس الدورثات عندما تكون في ىيئتها الطبيعية)مورثات مدلفة من  الدضيفة. بينما لا
( عند استخدام نفس الناقل والدضيف، ويعود ذلك لعدم قدرة Introns تداخلاتومExons لزاور

الدستنسخ من  mRNA البكتًيا على إزالة التًددات الدشفرة للمتداخلات في الحمض النووي الدرسال
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الدورث الدزروع إذ كما أن وجود لزفز بكتتَي في الناقل ضروري جداً لعملية استنساخ ىذه الدورثات.
البكتتَي من بسييز موقع بدء   RNA Polymerase أنزنً بلمرة الحمض النووي الريبوزي لا يتمكن

في لزفزات مورثات الأحياء حقيقية النوى.  TATA Box الاستنساخ والذي يطلق عليو صندوق تاتا
لذلك فإنو لابد من استعمال لزفز بكتتَي لإلصاح عملية الاستنساخ وإنتاج شريط حمض نووي 

 مرسال.

كن الكشف عن تعبتَ الدورثات الجديدة من خلال استعمال كواشف كيميائية أو مناعية كفيلة لؽ 
بإعطاء نتيجة ذلك. وتعتبر الطريقة الدناعية الأكثر استخداماً في ذلك. يتم في ىذه الطريقة نقل 

ل الخلايا ثم تعريضو إلى بخار الكلوروفورم لأجل برليالدستعمرات البكتتَية الدتحولة إلى ورق ترشيح 
لذلك  A وإطلاق البروتينات. وبفرض أن الدراد الحكم على تعبتَ مورث معتُ من خلال بناء البروتتُ

I)125وموسم إشعاعياً بنظتَ اليود  Aفإنو يستخدم مضاداً مناعياً للبروتتُ 
مثلًا. وعند ورقة  (125

في أية مستعمرة من  A فإنو في حالة وجود البروتتُالتًشيح مع لزلول الدضاد الدناعي الدوسم 
الدستعمرات الدنقولة على ورقة التًشيح فإن الدضاد الدناعي سيلتصق معو لتكوين معقد مشع. تغسل 
ورقة التًشيح لإزالة الدواد الدناعية الزائدة وتغطى بفلم حساس وبرفظ لفتًة أسبوع أو أكثر وستظهر 

لم بعد التحميض بينما لا يظهر أثر سوداء اللون على الف Aالدستعمرات التي برتوي البروتتُ 
 .(1،2،6)للمستعمرات التي فشلت في التعبتَ عن الدورث، كما في الشكل

 
 
 
 
 
 
 
 
كما لؽكن توسيم الدضاد الدناعي بدواد متوىجة فلورسنية لؽكن الكشف عن معقداتها بكل سهولة   

أما بالنسبة لاستخدام الكواشف  (.وخلال فتًة قصتَة جداً باستخدام المجهر الفلورستٍ)المجهر الدتوىج

  التحمٌض بعد الفوتوغرافً اللوح 

 (1،2،6الشكل)

المجس المناعً مع  الكشف عن تعبٌر المورثات عن طرٌق التهجٌن المناعً، الإشارة الموجبة تمثل منطقة ارتباط

 البروتٌن الخاص بالمورث الجدٌد
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الكيميائية فيتطلب ذلك استخلاص البروتينات الخلوية من كل مستعمرة نامية وبرليلو، حيث يعتبر 
الكشف ناجحاً في حالة الحصول على بروتتُ إضافي للبروتينات الطبيعية الأخرى الدوجودة في 

. كما أن ىناك طرقاً كيميائية أكثر تعقيداً مثلاً  A البكتًيا وذات مواصفات لشاثلة لدواصفات البروتتُ
   وبرديداً من الطريقة السابقة.
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 الثاني:  الباب 

 3الأنسيمات اللازمة في الهنذسة الوراثية:
وعزل القطع النابذة لاختيار الدناسب منها،   DNA ة الوراثية تقطيع الحمض النوويتتطلب الذندس

ت بروير ىذه القطع لإضافة أو إزالة لراميع كيميائية معينة أو لحامها مع كما تتطلب ىذه العمليا
ناقل مناسب أو قطع إضافية لزيادة كفاءة الذندسة، وتتك جميع ىذه العمليات عن طريق عمل 
لرموعة كبتَة من الأنزلؽات التي يطلق عليها أنزلؽات الذندسة الوراثية. ونظراً لاختلاف وظائف ىذه 

 د قسمت إلى خمس لرموعات رئيسة ىي:الأنزلؽات فق

 .Nucliec acids hydrolises enzymes or nucleases أنزلؽات ىدم الأحماض النووية (1

 .Ligases أنزلؽات اللحام (2

 .Polymerases أنزلؽات البلمرة (3

 .Modifying enzymes أنزلؽات التحوير (4

 .Topoisomerases أنزلؽات إزالة الانطباق (5

  :ماث الفصل الأول  هدم الأحماض الىووٍت:أهصٍ

التي  Phospho-diester bonds تعمل ىذه الأنزلؽات على استهداف رابطة الفوسفور ثنائي الأستً
تربط النكليوتيدات بعضها ببعض طولياً والتي بسثل العمود الفقري لسلاسل الأحماض النووية، وتقسم 

 ىذه الأنزلؽات إلى قسمتُ:

وىي أنزلؽات الذدم التي تهاجم روابط الفوسفور  :Endonucleases أنزٌمات الهدم الداخلً - أ
ثنائي الأستً من داخل سلاسل الحمض النووي وتددي إلى إنتاج قطع لستلفة الحجم من 

 .(2،1،1)الحمض النووي، كم في الشكل

وىي أنزلؽات الذدم التي تهاجم روابط الفوسفور  :Eonucleases أنزٌمات الهدم الخارجً - ب
يات سلاسل الحمض النووي مددية إلى إنتاج وحدات مفردو على ثنائي الأستً في نها

 .(2،1،2)الأغلب من النكليوتيدات، كما في الشكل

                                                           
3
 دار المطبوعات الحدٌدة.، 1991محمد أحمد،  السهرٌجً، ،علم الوراثة 
3
 الدار الأهلٌة للنشر والتوزٌع، عمان المملكة الأردنٌة الهاشمٌة. ،1999العامة، الفٌصل، عبد الجسٌن موٌت الوراثة  
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تدعى  DNA وفي كلتا المجموعتتُ فإنو لؽكن وجود أنزلؽات ىدم خاصة بالحمض النووي
Deoxyribonucleases-DNases وأخرى خاصة بالحمض النووي RNA  تدعىRibonucleases-

RNases.  

 :RNA) )RNases أنزٌمات هدم الحمض النووي

استخلصت ىذه الأنزلؽات من مصادر لستلفة. فقد استخلصت ثلاثة 
 RNase I وىي E.Coli أنواع من ىذه الأنزلؽات من بكتًيا القولون

الذي يعمل على ىدم سلسلة الحمض النووي داخلياً اعتباراً من النهاية 
الذي  RNase II وتيدة واحدة وأنزنًالثالثة لإنتاج قطع مدلفة من نكلي

يعمل على ىدم سلسلة الحمض النووي داخلياً وخارجياً اعتباراً من 
 RNaseالنهاية الخامسة لإنتاج قطع مدلفة من نكليوتيدة مفردة وأنزنً 

III  الذي يعمل على الذدم الداخلي للمناطق الدزدوجة من الحمض
 النووي.

  A)ي من بنكرياس الحيوانات سميكما تم استخلاص أنزنً ىدم داخل

RNase) ينات مع ذرة الكربون يهاجم داخلياً مواقع ارتباط البتَميد
الثالثة في السكر الخماسي، حصراً لإنتاج قطع حمض نووي مدلف من 

نيكليوتيدات بتَميدينية مفردة إضافة إلى قطع حمض نووي لستلفة 
الإسبرجلس الطول. كما تم عزل أنزنً ىدم داخلي آخر من قطر 

Aspergillus Oryzea  سمي(RNase T1)  يعمل على مهاجمة روابط
الأستً الدوجودة في مواقع نيكليوتيدات برتوي على الجوانتُ فقط ومن 

  النهاية الخامسة. 

 :DNase (DNA)أنزٌمات هدم الحمض النووي

تعمل ىذه الأنزلؽات على مهاجمة روابط الفوسفور ثنائي الأستً في 
وقد تم عزلذا من أنواع لستلفة من  .DNA مض النوويسلاسل الح

خارجية الذدم أطلق  DNasesثلاثة أنزلؽات  E.Coli الأحياء، فقد وجد أن لبكتًيا القولون

 ( 2،1،1)الشكل

الفوسفات -عمل أنزٌمات الهدم الداخلً. تستهدف هذه الأنزٌمات أواصر السكر

المفردة أو المزدوجة لإنتاج  DNAالداخلٌة لأشرطة الحمض النووي 

ما نٌكلٌوتٌدات مفردة أو مزدوجة عن طرٌق تحطٌم هذه الأشرطة )أ و ب( فٌ

)ج( فوسفات بٌن زوج واحد من  -تقوم أنزٌمات أخرى بفك آصرة السكر

دون فصل النٌكلٌوتٌدات  DNAنكلٌوتٌدات شرٌط مزدوج من الحمض النووي 

 عن الشرٌط.

 (2،1،2)الشكل

عمل أنزٌمات الهدم الخارجً. تستهدف هذه الأنزٌمات  نفس الأواصر التً 

ها تختلف عنها فً الموقع الخارجً أو تستهدفها أنزٌمات الهدم الداخلً إلا أن

 الداخلً لعملها.
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حيث يعمل الأنزنً الأول على مهاجمة روابط الأستً في السلاسل  .(Exonuclease I,II,III)عليها
إلى تقطيعها إلى وحدات ثلاثية النيوكليوتيدات ومن  مددياً  RNA أو DNAالدفردة للحامض النووي 

النهاية التي ترتبط فيها لراميع الذيدروكسيل مع ذرة الكربون الثالثة للسكر. بينما يهاجم الأنزنً الثاني 
عند نفس مواقع عمل الأنزنً الأول. ولؼتص الأنزنً  DNAالسلاسل الدزدوجة للحامض النووي 

 . DNAستً في السلاسل الحلزونية الدزدوجة من الحمض النووي الثالث في مهاجمة روابط الأ

 كما تم استخلاص نوعتُ من أنزلؽات الذدم الداخلي وذلك من طحال وبعض غدد الحيوانات سميت

II وDNase l .يعمل الأنزنً الأول DNase I على مهاجمة الروابط الداخلية للحمض النووي DNA 

برتوي كل وحدة منها على لرموعة ز طولذا أربعة نكليوتيدات مددياً إلى إنتاج وحدات لا يتجاو 
فوسفات مرتبطة مع ذرة الكربون الخامسة ولرموعة ىيدروكسيل مرتبطة مع ذرة الكربون الثالثة 

الدستخلص من الطحال والغدة الثيموسية لبعض  DNase IIللسكر. بينما يعمل الأنزنً الثاني 
داخلياً منتجاً وحدات لا يزيد طولذا على ستة  DNA الحيوانات على ىدم الحمض النووي

نيكليوتيدات، ترتبط لراميع الذيدروكسيل فيها مع ذرة الكربون الخامسة بينما ترتبط لراميع 
 الفوسفات مع ذرة الكربون الثالثة.

  :ماث المليدة أو اللاطعتالفصل الثاوي  Restriction endonucleases or الأهصٍ

enzymes:  

-Host حيث تم تفستَ ظاىرة الدناعة 1962 اكتشاف ىذه الأنزلؽات إلى عاميرجع تاريخ 

controlled restriction التي تبديها بكتًيا القولون E.coli من السلالات K و E  عند إصابتها
 .بالعاثيات إلى وجود أجهزة تقييد تعمل على منع عرقلة لظو وتكاثر العاثيات

ات تعمل بطريقة ما على إتلاف الدادة الوراثية للعاثيات أو تتألف ىذه الأجهزة من لرموعة أنزلؽ
 تقييد فعاليتها. لذلك أطلق على ىذه الأنزلؽات اسم الأنزلؽات الدقيدة أو المحددة.
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أثناء عملهم مع بكتًيا  1962 في عام Dussiox & Arber لقد وجد دوسيوكس وآربر
إصابة  كفاءة إصابة العاثي عندما يرادالقولون والعاثي لامبدا بأنو لػدث الطفاض كبتَ في  

، وكذلك الطفاض في  لعكسأوا Eبعاثيات معزولة من السلالة K  بكتًيا القولون سلالة
وإعادة الإصابة  E في السلالة K كفاءة الإصابة عند تربية عاثيات معزولة من السلالة

  أو العكس. K للسلالة

الأختَ والدتمثل بتحديد فعالية  وقد عزت ىذه الظاىرة إلى الفعل الدناعي للمضيف
العاثيات عن طريق الأنزلؽات الدقيدة أو المحددة، كما فسر عدم تأثتَ ىذه الأنزلؽات في 
الدادة الوراثية للمضيف بحصول بروير في مواقع معينة وعلى طول الدادة الوراثية للمضيف 

قاً أن ىذا التحوير بحيث لا تتمكن ىذه الأنزلؽات من التأثتَ في الدضيف، وقد وجد لاح
إلى مواقع عمل  CH3–التي تتضمن إضافة لراميع الدثيل  Methylation يتمثل في الدثيلة
 ىذه الأنزلؽات.

وعلى الرغم من معرفة آلية الفعل الدناعي في البكتًيا اعتماداً على الأنزلؽات الدقيدة إلا أن 
وقد نال كل من آربر  فهم كيفية عمل ىذه الآلية استغرقت سنوات طويلة بعد ذلك.

كونهم اكتشفوا ىذه الآلية التي بسثل أحد الدفاتيح   1978 وسمث وناثان جائزة نوبل للعام
 الدهمة في الذندسة الوراثية. لقد تم عزل أنواع عديدة من الأنزلؽات الدقيدة منذ العام

ييز أنزنً قادرة على بس 300 ، ويصل عدد الأنزلؽات الدكتشفة لحد الآن أكثر من1970
 تقييد أو قطع على الدادة الوراثية. 100 أكثر من

 أنواع الأنزٌمات المقٌدة أو القاطعة:

قسمت ىذه الأنزلؽات اعتماداً على قدرتها على القطع الدتخصص واحتياجاتها الكيميائية للقيام بوظائفها 
 إلى ثلاثة أنواع ىي:

 وتشمل الأنزلؽات :Type I Restriction enzymes  الطراز الأول -أولًا: الأنزٌمات المقٌدة

الدصابة بالعاثي لامبدا وتعمل ىذه الأنزلؽات على  Eو  K الأولية الدستخلصة من بكتًيا القولون السلالة
، ولوحظ بأن ىذه الأنزلؽات ترتبط في مواقع القطع ثم تبدأ بهدم DNAالقطع العشوائي للحمض النووي 

نكليوتيد ثم تبدأ بعد ذلك بهدم سلسلة  5000-1000تتًاوح بتُ  السلاسل الدزدوجة في ابذاه واحد لدسافة

 (2،2،1)الشكل

بعض الأنزٌمات المقٌدة ومواقع التقٌٌد والقطع 

 الخاصة بها
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 الأنزلؽات لعوامل مساعدة مثل أيونات مفردة لدسافة أخرى وتتوقف بعدىا عن العمل. برتاج ىذه

Mg الدغنزيوم
-S وأدينوسيل ميثونتُ ATPوجزيئة أدينوستُ ثلاثي الفوسفات  2+

adenosyl.Methionone. 

تعتبر ىذه المجموعة : Type II Restriction enzymes الطراز الثانً -قٌدةثانٌاً: الأنزٌمات الم
من الأنزلؽات من أىم لرموعات أنزلؽات التقييد لاستخدامها واسع النطاق في الذندسة الوراثية. بستاز ىذه 

عند مواقع معينة فقط بحيث تعطي عدداً ثابتاً من  DNAالأنزلؽات بقدرتها على قطع الحمض النووي 
لقطع لكل نوع من الأحياء. تستهدف ىذه الأنزلؽات ترددات معينة بحيث أنها تقوم بالقطع قبل أو بعد ا

ويقوم  `G* AATTC 3 `5أن يتعرف التًدد  Eco R1ىذه التًددات مباشرة، فمثلًا لؽكن للأنزنً القاطع 
بقطع سلاسل الحمض النووي بالقطع بتُ الجوانتُ والأدنتُ من النهاية الخامسة. وىكذا فإن الأنزنً يقوم 

DNA .ولؼتلف عدد ترددات مواقع القطع التي تتعرف عليو  في جميع الدواقع التي برتوي على ىذا التًدد
 (،2،2،1)الأنزلؽات من أنزنً إلى آخر ولكنها في الغالب تتًاوح بتُ أربعة إلى ستة ترددات كما في الشكل

الأنزلؽات فإنو تم اقتًاح نظام تسمية وضعو كل من سميث ونظراً للأعداد الكبتَة التي اكتشفت من ىذه 
 على النحو التالي: 1973وناثان عام 

يرمز لجنس الكائن الذي اكتشف فيو الأنزنً بالحرف الأول من اسم الأنزنً ويرمز لنوع الكائن  - أ
ا مأخوذ من اسم البكتًي Eco بالحرفتُ الثاني والثالث من اسم النوع، فمثلًا الأنزنً الدسمى

E.Coli فالحرف الأول من اسم الأنزنً مأخوذ من اسم جنس البكتًيا Eschericia  والحرفان
 .Coli الثاني والثالث مأخوذان من اسم نوع البكتًيا

حالة احتواء السلالة البكتتَية على بلازميدات أو عاث فإنو لغب إضافة اسم البلازميد أو  في - ب
فإذا كانت  E.Coli الدشتق من اسم البكتًيا Eco الأنزنً العاثي إلى اسم الأنزنً، فمثلًا في حالة

 .EcoR1فإن اسم الأنزنً يصبح  R1 البكتًيا برتوي على البلازميد

في حالة وجود أكثر من أنزنً لنفس النوع من البكتًيا فإنو تستخدم الأرقام الرومانية بعد نهاية  - ت
 .EcoR IIو  EcoR I الاسم كما الحال في الأنزنً

وىي أنزلؽات : Type III Restriction enzymes الطراز الثالث -الأنزٌمات المقٌدةثالثاً: 
وأدنيلات  ATPوسط في صفاتها بتُ الطراز الأول والثاني الذي لػتاج أيونات الدغنزيوم وجزيئات 
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 اتالديثونتُ. تقوم أنزلؽات الطراز الثالث بالقطع في مواقع لزددة وبرتاج إلى أيونات الدغنزيوم وجزيئ

ATP .إلا أن حاجتها لأدنيلات الديثونتُ تكون جزئية 

  :ماث اللحامالفصل الثالث  :Ligases أهصٍ

إن عمل ىذه الأنزلؽات معاكس لعمل الأنزلؽات القاطعة حيث أنها تعمل 
ويوجد نوعان على إعادة روابط الفوسفور ثنائي الأستً بتُ النيكليوتيدات. 

الدعزول من أنواع لستلفة من  DNA Ligase من ىذه الأنزلؽات لعا
الكائنات الحية، ويعمل ىذا الأنزنً على إعادة ارتباط قطع الحمض النووي 

NAD ذات النهايات اللزجة فقط ولػتاج إلى العامل الدساعد
في ىذه  +

 T4 الدعزول من العاثي T4 Ligase العملية. أما الأنزنً الآخر فهو الأنزنً
يتميز ىذا الأنزنً عن الأنزنً الأول في . E.Coli بعد إصابتو لبكتًيا القولون

أن لو القدرة على إعادة التحام قطع الحمض النووي ذي النهايات اللزجة 
لإبسام  ATPعلى حد سواء إضافة إلى احتياجو للعامل الدساعد أو العمياء 

عملو. ونظراً لعزل الدورثات الدشفرة لذذه الأنزلؽات فقد تم ىندستها وراثياً 
ح بالإمكان الحصول على على كميات كبتَة منو لستبرياً وبطرق سهلة وأصب

 نسبياً.

إن الوظيفة الطبيعية لأنزلؽات اللحام في الخلايا الحية ىي لحام مناطق لرموعات الذيدروكسيل في النهاية 
اورة لذا  للنكليوتيدات المج P-5في النكليوتيدات مع لرموعات الفوسفات في النهاية الخامسة  OH-3 الثالثة

كما أن لذا نفس ، DNAوتكوين روابط الفوسفور ثنائية الأستً وذلك أثناء تضاعف الحمض النووي 
حيث تقوم ىذه الأنزلؽات بتكوين روابط  DNA Repair الدور أثناء عمليات تصليح الحمض النووي

يل إقامة ىذه الروابط فوسفات ثنائي الأستً بتُ النكليوتيدات الدستصلحة، وبرتاج ىذه الأنزلؽات في سب
 AMP Adenosine إلى عوامل مساعدة تتحول كيميائياً إلى مركب الأدنتُ أحادي الفوسفات

monophosphate .الذي يرتبط مع الأنزنً لزفزاً إياه على توليد ىذه الروابط 

 

 (2،3،1)الشكل

 DNAآلٌة استخدام الروابط لخلق نهاٌات لزجة لقطع حمض نووي 

 عمٌاء
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لنكليوتيدات لا تعمل أنزلؽات اللحام على توليد الروابط الذيدروجينية التي تربط القواعد النتًوجينية ل
بل أنها تعمل فقط على تكوين روابط الأستً النهائية في مواقع  DNA الدتكاملة لشريطي الحمض النووي

الالتحام، كما أن أنزلؽات اللحام لا تعمل إلا بعد التقاء النهايات الصحيحة وىو ما بردده الصدفة. 
ت اللحام لزيادة ىذه الفرصة وخصوصاً في عمليا لذلك فإنو يستخدم تركيز عال من الحمض النووي لسبرياً 

عندما تكون نهايات القطع عمياء. بينما تكون فرصة الالتقاء الصحيح لذذه النهايات كبتَة في حالة 
وجود النهايات اللزجة، إذ تساعد أواصر الذيدروجتُ بتُ قواعد النكليوتيدات الدتكاملة على توفتَ ىذه 

اء رابطتي الأستً في النهايات الدتقاربة في الوقت الدناسب فإن ىذه الفرصة، ومع ذلك فإنو في حالة عدم بن
القطع ربدا تنفصل مرة أخرى بسبب ضعف روابط الذيدروجتُ، وعلى ذلك فإن تركيز قطع الحمض 
النووي الدطلوب لحامها سواء كانت نواقل أو قطعاً أخرى وتركيز أنزنً اللحام ونوع النهايات لذا دور كبتَ 

ل العملية، ىذا إضافة إلى الظروف الفيزيائية الصحيحة اللازمة لدثل ىذه التفاعلات، في سرعة حصو 
إلا أنو من  وتبقى في جميع الأحوال عملية لحام النهايات اللزجة أسهل بكثتَ من لحام النهايات العمياء

ىم أساليب يث لؽكن برويلها إلى نهايات لزجة، ومن أالدمكن بروير ىذه النهايات بأساليب لستلفة بح
 أو ذيول متجانسة Adaptorsأو توصيلات  Linkersالتحوير ىذه استخدام جزيئات رابطة 

Homopolymer Tails.  

مزدوجة معروفة التًدد ومصنعة لسبرياً. وىي أيضاً  DNA ىي جزيئات حمض نووي أولًا: الروابط:
لأنزنً تقييد معتُ أو أكثر من  جزيئات ذات نهايات عمياء إلا أن ترددىا لػتوي على موقع تقييد مفرد

موقع لأكثر من أنزنً. يتم العمل باستخدام ىذه الروابط عن طريق توفتَىا في التفاعل بتًكيز عال مع 
والظروف الدناسبة  T4 وجود قطع الحمض النووي ذات النهايات العمياء الدراد برويرىا ووجود أنزنً اللحام

كثر من جزيئة رابط في كل نهاية من النهايات العمياء لقطع لإجراء ىذا التفاعل، حيث يتم التحام أ
من ىذا التفاعل تتم تنقية نواتج التفاعل ثم معاملتها مع الأنزنً الذي لو الحمض النووي، وبعد الانتهاء 

موقع تقييد في الروابط حيث يعمل ىذا الانزنً على قطع جزء من الروابط بصورة غتَ متناظرة منتجاً 
، فلو افتًضنا أن الروابط الدستخدمة في ىذا الدثال برتوي على موقع تقييد للأنزنً زجةالنهايات الل

BamHI 5 فإن النهايات اللزجة النابذة من تفاعل ىذا الأنزنً مع الروابط ستحتوي على التًدد-

GATCC-3 (2،3،1)كنهاية لزجة في كل نهاية من نهايات قطع الحمض النووي، كما في الشكل.  
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يبقى استخدام الروابط لزفوفاً بالدشاكل في حالة احتواء  : التوصٌلات:ثانٌاً  
قطع الحمض النووي ذات النهايات العمياء على مواقع تقييد لنفس الأنزنً 
الذي لو موقع تقييد في جزيئة الرابط، ولؽكن أن تبدو الدشكلة مستحيلة الحل 

بتَة الحجم ولؽكن أن نهاياتها ك في حالة أن قطع الحمض النووي الدراد بروير
برتوي على العديد من مواقع التقييد الخاصة بهذا الأنزنً، لذلك فإن الروابط 

 لا تعتبر الحل الدناسب على الإطلاق في مثل ىذه الحالات. 

تعتبر التوصيلات أحد ألصح ىذه الطرق والتي لؽكن استخدامها بنجاح دون 
بط. التوصيلات كالروابط في أنها النابذة عند استخدام الروا الوقوع بالدشاكل

مزدوج معروفة التًدد ومصنعة لسبرياً، لكنها  DNA ذات جزيئات حمض نووي

بزتلف عن الروابط في أن لذا نهاية عمياء وأخرى لزجة، ويهدف استخدامها 
في لحام نهايتها العمياء مع النهايات العمياء لقطع الحمض النووي الدراد بروير 

  لك ىذه القطع نهايات لزجة جديدة.نهاياتو وىكذا بست

إن النهاية اللزجة للتوصيلات لا برمل لرموعة فوسفات نهائية في النهاية 
الخامسة لذلك فإنو لا توجد فرصة أمام ىذه النهايات على الالتحام مع 

الدراد برويرىا وتبقى فرصة الالتحام النهايات العمياء لقطع الحمض النووي 
العمياء للتوصيلات، لذلك فإنو يتوجب إضافة لرموعة  مفتوحة أمام النهاية

فوسفات إلى النهايات اللزجة للتوصيلات بعد الانتهاء من عملية التحوير 
وقبل إجراء عملية الذندسة مع ناقل معتُ، ويتم ذلك بدعاملة القطع لزورة 

  Polynucleotide Kinase النهايات مع أنزنً كاينيز متعدد النكليوتيدات

 ATPحيث يقوم الأنزنً بنزع لرموعة فوسفات من جزيئة  ATP جزيئة أدينوستُ ثلاثي الفوسفات بوجود

 .(2،3،2)وربطها مع النهاية الخامسة للنهايات اللزجة، كما في الشكل

البوليمتَات الدتجانسة عبارة عن ترددات نتشابهة لنكليوتيد واحد  ثالثاً: التذٌٌل بالبولٌمٌر المتجانس:
م أنزنً التًانسفتَيز النهائي أو نيكليوتيد ويتم تصنيعها لسبرياً باستخدا 50-5دىا بتُ ويتًاوح عد

 ( 2،3،2)الشكل

عة آلٌة استخدام التوصٌلات لخلق نهاٌات لزجة لقط

 عمٌاء النهاٌات DNAحمض نووي 

 (2،3،3)الشكل

 آلٌة التذٌٌل بالبولٌمٌر المتجانس
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الذي يقوم بإضافة ىذه  Terminal deoxynucleotidy transferase( TdT)الطرفي
ونظراً  (.OH-`3)النيكليوتيدات صورة متعاقبة إلى النهاية الذيدروكسيلية الثالثة الدكشوفة

لنهاية ىيدروكسيلية مكشوفة)ناتئة( لذلك فإنو يتم معاملة قطع  لحاجة ىذا الأنزنً
الحمض النووي ذات النهايات العمياء بأنزنً النيوكلييز الخارجي الدعزول من العاثي 
لامبدا الذي يقوم بإزالة النيكليوتيدات من النهاية الخامسة لذذه القطع مددياً إلى 

كما   ،TdTالأنزنً لعمل شوفة وجاىزة الحصول على نهايات ىتَوكسيلية ناتئة أو مك

تتم إضافة نكليوتيدات برتوي  ولأجل تذييل ىذه النهايات فإنو .(2،3،3)في الشكل
على السايتوستُ مثلًا للتفاعل إضافة للأنزنً حيث يقوم الأنزنً عندىا بربط ىذه 

 سايتوسينية النكليوتيدات اعتباراً من النهاية الذيدروكسيلية الناتئة للقطع منتجاً ذيولاً 
عند ىذه النهايات. كما تتم معاملة الناقل الدراد ىندسة ىذه القطع معو بنفس الطريقة وبإضافة 
نكليوتيدات برتوي على الجوانتُ لإنتاج ذيول جوانتُ مكملة لذيول السايتوستُ في قطع الحمض النووي 

الثالؽتُ لإنتاج ذيول وذيول مكملة الدراد ىندستو.كما لؽكن استخدام نكليوتيدات برتوي على الأدنتُ أو 
لا لؽكن توقع عدد النكليوتيدات الددلفة للذيول الدرتبطة مع النهايات لذا بنفس الأسلوب السابق.

الذيدروكسيلية لقطع الحمض النووي الدراد ىندستو أو الناقل، ولكن لعددىا ألعية في استقرار منتجات 
ت الددلفة للذيول أكثر كلما ازداد استقرار نواتج الكلونة، وفي الذندسة، إذ إنو كلما كان عدد النكليوتيدا

حالة وجود اختلاف كبتَ في عدد ىذه النكليوتيدات في أطراف قطع الحمض النووي والناقل فإنو يتوجب 
 لأجل بناء الفراغات النابذة عن ىذا الاختلاف إضافة Klenow fragmentsاستخدام أنزنً الكلينو 

 20. وعلى أية حال فإنو إذا كان عدد النكليوتيدات الدرتبطة في الدناطق الدتكاملة لحاملاستخدام أنزنً ال

نكليوتيد أو أكثر فإنو لا حاجة لاستخدام أنزنً البلمرة)الكلينو( ذلك لوجود استقرارية كافية في نواتج 
ضيفة بتصليح الذندسة تسمح بنقلها إلى الدضائف دون عملية إضافية حيث ستقوم أنزلؽات الخلايا الد

 الفراغات وإجراء اللحام لذا طبيعياً.

 

 

 

 (2،4،1)الشكل

وٌلاحظ  نشاط البناء والهدم فً أنزٌم بلمرة الحمض النووي 

بأن الأنزٌم استخدم الشرٌط الكامل كقالب واستخدم قطعة 

لثة الشرٌط القصٌر كبادئة لأجل البناء اعتباراً من النهاٌة الثا

 بٌنما ابتدأ نشاط الهدم من النهاٌة الخامسة.
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  :ماث بلمسة الأحماض الىووٍت الفصل السابع  :Nucleic acids polymerasesأهصٍ

تعمل أنزلؽات البلمرة على تصنيع سلاسل جديدة من الحمض النووي الدتمم لقالب 
دمة قالب مستخ، وتعمل معظم أنزلؽات البلمرة RNA أو DNA من الحمض النووي

مزدوج بحيث أن ىناك منطقة تعمل كبادئة يبدأ منها تصنيع السلسلة الجديدة. من 
أو  DNA الناحية الخلوية فإن ىناك عدة طرز من أنزلؽات بلمرة الحمض النووي

RNA  ومع ذلك فإن الذندسة الوراثية لا برتاج جميع ىذه الأنزلؽات إلظا تقتصر على
تم تشخيص وعزل ثلاثة طرز من أنزنً بلمرة الحمض استخدام عدد لزدود منها. فقد 

في كل من البكتًيا والأحياء حقيقية النوى، بينما تم عزل ثلاثة أنزلؽات  DNAالنووي 

في الأحياء حقيقية النوى ونوع واحد في الأحياء بدائية  RNAبلمرة للحمض النووي 
تستخدم حالياً في  النوى مثل البكتًيا. ومع ذلك فإن ىناك أربعة أنزلؽات من ىذه

 DNA الطراز الأول  DNAلرال الذندسة الوراثية، ويعتبر أنزنً بلمرة الحمض النووي 

Polymerasel  يدعى بأنزنً بأنزنً كورنبرج أول ىذه الأنزلؽات التي استخدمت في الذندسة أو ما يدعى
على بسييز الدناطق الصغتَة الدفردة الشريط  E.Coli الوراثية. يعمل ىذا الأنزنً الذي عزل من بكتًيا القولون

والنابذة عن فقدان نكليوتيدات قليلة بحيث تددي إلى  DNAفي الأشرطة الدزدوجة للحمض النووي 
حصول فراغ بتُ جانبي أحد أشرطة مزدوج الحمض النووي، ويعمل ىذا الأنزنً على البدء في بناء ىذا 

ماً الشريط الآخر كقالب لو، ونظراً لوجود نشاط ىدم في ىذا الفراغ اعتبراً من النهاية الثالثة مستخد
الأنزنً إضافة لنشاط البناء فإنو يقوم بهدم شريط الحمض النووي من الجانب الآخر واستكمال بناء 

أما لسبرياً فإن ىذا الأنزنً يعمل على شريط مفرد للحمض  ،(2،4،1)كما في الشكل  الشريط الجديد،
نهاية ىيدروكسيلية إضافة إلى النكليوتيدات وأيونات الدغنزيوم دئة قصتَة ذات النووي كقالب بوجود با

 لتصنيع شريط ثان مكمل للقالب.

يرجع نشاط البناء والذدم في ىذا الأنزنً لوجود عدة برت وحدات مدلفة للأنزنً، كل واحدة من ىذه 
بناء والآخر بنشاط الذدم التحت وحدات مدلفة من سلاسل ببتيدية معينة ولؼتص قسم منها بنشاط ال

فيما تقوم برت وحدة أخرى بالسيطرة على ىذه الأنشطة، ونظراً لتطور الإمكانات التكنولوجية فقد تم 

 (2،4،2)الشكل

باستخدام نشاط  DNAآلٌة استصلاح قطع الحمض النووي 

 DNA POL Iالبناء فقط لأنزٌم بلمرة الحمض النووي 
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عن بقية الوحدات، سميت  I(DNAPOLI) فصل الوحدة الدسدولة عن نشاط البناء في أنزنً البلمرة رقم
 ى نطاق واسع في بناء أشرطة الحمض النوويىذه الوحدة بأنزنً قطع كلينو، ويستخدم ىذا الأنزنً عل

DNA(2،4،2)، كما في الشكل.  

 Reverse transcriptase أما الأنزنً الثالث الدستخدم في الذندسة الوراثية فهو أنزنً الاستنساخ العكسي

لؼتلف ىذا الأنزنً عن أنزلؽات البلمرة السابقة في أنو  .retroviruses الدعزول من الرواشح الدرتدة
ويستخدم  DNA من شريط لبناء نسخة متممة لو RNAيستخدم قالباً مدلفاً من شريط حمض نووي 

 DNA-Complementary الدتمم DNAىذا الأنزنً كثتَاً في بناء ما يدعى بسلاسل الحمض النووي 

Strands. 

ولؽكن ، E.Coli الثاني الدعزول من البكتًيا RNA أما الأنزنً الرابع فهو أنزنً بلمرة الحمض النووي
 لدورث معتُ أو مورثات معينة لأجل معرفة البروتتُ الدشفر لو. mRNA نسخ استخدامو في تصنيع

  :س الحمض الىووي الفصل الخامع ماث جحوٍ  :DNA modifying enzymesأهصٍ

تتطلب بعض طرق الذندسة الوراثية برويراً للحمض النووي الدستخدم في الذندسة أو ناقلو 
  إضافة أو حذف بعض المجاميع الكيميائية بواسطة الأنزلؽات.عن طريق  وذلك

وىو من أىم ىذه الأنزلؽات،  :Alkaline phosphatase أنزٌم الفوسفاتٌز القاعدي
أو من أنسجة أمعاء الأبقار ويعمل ىذا الأنزنً على  E.Coliبكتًيا القولون معزول من 

ة لقطع الحمض النووي، وتساعد ىذه إزالة لرموعة الفوسفات الدوجودة في النهاية الخامس
الإزالة في تقليل احتمالية التصاق قطع الحمض النووي اللزجة مع بعضها بعد القطع 

 بالأنزلؽات المحددة.

فإن لو القدرة على  :Polynucleotide Kinase أما أنزٌم كاٌنز متعدد النكلٌوتٌد
وي، وىو ىنا يددي وظيفة إضافة لرموعة فوسفات للنهاية الخامسة من قطع الحمض النو 

معاكسة لأنزنً الفوسفاتيز القاعدي. أما الأنزنً الآخر الدهم في عمليات التحوير فهو 
 لذيا Terminal deoxynucleotidal transferase أنزنً التًانسفتَيز النهائي أو الطرفي

     .(2،5،1)ووي، كما في الشكليقوم بإضافة نكليوتيد أو أكثر للنهاية الذيدروكسيلية الثالثة لقطع الحمض الن

 (2،5،1)الشكل

آلٌة عمل بعض الأنزٌمات المستخدمة فً تحوٌر جزٌئات 

 DNAالحمض النووي 
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  :ماث إشالت الاهطباق الفصل الظادض  :Topoisomerasesأهصٍ

 شديدة الانطباق DNA وىي الأنزلؽات التي تعمل على إزالة البرم من أنواع الحمض النووي

Supercoiled ونظراً إلى أن عمليات تضاعف ىذا الحمض النووي أو تصنيعو برتاج أولًا لإزالة ،
اقات الشديدة لتسهيل عمل أنزلؽات البلمرة لذلك لغب فإنو يتطلب أولًا إزالة الانطباق من الانطب

ويتم ذلك بواسطة أنزلؽات إزالة الانطباق أو البرم. اكتشف نوعان من  ،DNA شريطي الحمض النووي
 Topoisomerase بأنزنً التوبوايزمتَيز سميت ىذه 1971الأنزلؽات التي لذا علاقة بهذه العملية منذ العام 

I, I والتوبوايزمتَيزII Topoisomerase II,. ىذه الأنزلؽات بوظيفة قطع وغلق مزدوج الحمض  تقوم
النووي لشا يددي إلى إزالة الانطباقات الشديدة مددية إلى الحصول على حمض نووي مزدوج حلقي وغتَ 

فوسفات  -أواصر السكر مبروم. تعمل ىذه الأنزلؽات على التخلص من الانطباقات من خلال كسر
في ىذا الدوقع والتحرك بعكس الددلفة للعمود الفقري لشريط واحد مفرد والتآصر مع النهايات الدفتوحة 

ابذاه البرم أو الالتفاف أو الانطباق حيث تنتهي العملية بإزالة البرم في ىذا الدوقع. ويقوم بهذه الدهمة 
بلحام نهايات الشريط مرة أخرى.  Gyrase ما يدعى بالجايرز الأنزنً الأول فيما يقوم الأنزنً الثاني أو

ويذكر بأن ىذه العملية برصل في كل موقع لػتوي على برم أو انطباق وعلى ذلك فإنو يتم كسر ولحام 
مناطق لستلفة من الحمض النووي لأجل إزالة البرم كلياً، وعلى الرغم منألعية ىذه الأنزلؽات إلا أنو لا 

إلا بحدود ضيقة في لرالات الذندسة الوراثية وذلك لأن الشركات العالدية تزود الدختبرات تستخدم حالياً 
 بنواقل بلازميدية جاىزة للعمل.
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 الثالث الباب: 
   طرق استخلاص الأحماض النووية:

إن عملية برليل الحمض النووي تتطلب وجود لظوذج نقي للحمض النووي لأجل دراسة ومعرفة كل ما 
و من معلومات، لذلك فإن عمليات الاستخلاص تعتبر إحدى الركائز الدهمة في دراسة الأحماض يتعلق ب

 النووية فقد تنوعت طرق الاستخلاص.النووية. ونظراً لاختلاف مصادر الأحماض 

  :4الطسق العامت لفصل الأحماض الىووٍتالفصل الأول:  

ىذه الطريقة على قدرة الفينول والكلوروفورم تعتمد  أولًا: طرٌقة الفٌنول: كلوروفورم: إٌزوبروبانول:
على مسخ البروتينات الدوجودة في النموذج وعزلذا عن الأحماض النووية. كما أن لذا القدرة على تثبيط عمل 

وكذلك تثبيط البروتينات وبالتالي الحفاظ على الأحماض النووية  DNA الأنزلؽات المحطمة للحمض النووي
 زوبروبانول من كفاءة الكلوروفورم في التخلص من البروتينات.من التدمتَ، ويزيد الإي

إن الفينول السائل المجهز من قبل الشركات العالدية لػتوي على العديد من الدعادن الثقيلة والشوائب والتي 
لشا يعرقل عمل العديد من  DNAمن الدمكن أن تتآصر مع الأحماض النووية وخصوصاً الحمض النووي 

تي من الدمكن استخدامها فيما بعد. إضافة إلى ذلك فإنو لابد من إجراء عملية غسيل لسائل الأنزلؽات ال
وذلك بوضع قنينة الفينول في حمام  (Hood)الفينول قبل استخدامو.تتم ىذه العملية في كابينة كيميائية ىود

 .Hydroxy quinolone-8 من مادة 0.1 لددة ساعة قبل إجراء الغسيل وإضافة م  65مائي بدرجة حرارة 
تعمل ىذه الدادة على تلوين الفينول باللون الأصفر إضافة إلى قدرتها الكبتَة على التآصر مع الدعادن الثقيلة 

في عملية الغسيل  STE الدوجودة في الفينول ويتم التخلص منها عند إجراء عملية الغسيل. يستخدم لزلول
100Cm لكل STEالغسيل من لزلول  50Cm3وىو لزلول ملحي ضعيف، حيث يضاف 

فينول ولؽزج  3
زجاجية ويتًك لدقيقتتُ حتى انفصال طبقة الغسيل عن  Pipetجيداً بواسطة الخلط بواسطة ماصة 

الفينول)طبقة الغسيل علوية دائماً( حيث تصبح طبقة الغسيل بيضاء عكرة بسزج ىذه الطبقة مرة أخرى 
 لط أو الدزج لدرة ثالثة تزال بعدىا طبقة الغسيل ويضافوتتًك الطبقات لتنفصل مرة ثانية وتعاد عملية الخ

50Cm
من لزلول الغسيل إلى قنينة الفينول وتعاد العملية السابقة لعدة مرات حتى تصبح طبقة لزلول  3

                                                           
4
 

4
 الدار الأهلٌة للنشر والتوزٌع، عمان المملكة الأردنٌة الهاشمٌة. ،1999العامة، الفٌصل، عبد الجسٌن موٌت الوراثة  

4
 ، الدار الأهلٌة للنشر والتوزٌع، عمان المملكة الأردنٌة الهاشمٌة.1999المعملٌة فً الهندسة الوراثٌة، عبد الجسٌن موٌت التقنٌات  
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الغسيل رائقة بساماً، عندىا تغطى طبقة الفينول بطبقة من لزلول الغسيل لدنع تأكسد 
Cm 40-20)معتمة ان صغتَةالفينول مع الذواء ولػفظ الفينول قن

ولؼزن بدرجة  (3
لؼلط حجم مساو من  DNA لأجل استخلاص وفصل الحمض النووي. م  20-حرارة 

الفينول مع لزلول الخلايا المحطمة في أنبوبة زجاجية صلبة ومعقمة)أنبوبة الطرد 
الدركزي(. لؽزج المحلول جيداً وبهدوء عن طريق غلق الأنبوبة بواسطة ورق برافتُ أو 
قطعة مطاط وتقليبها إلى الأعلى والأسفل بهدوء لعدة مرات حتى امتزاج المحلول 

لدقيقتتُ أو ثلاث تعاد عملية  م  65 . توضع الأنبوبة في حمام مائي بدرجة حرارةجيداً 
الدزج مرة أخرى وىكذا لثلاث أو أربع مرات. تفصل بعدىا طبقة الحمض النووي 

DNA  دورة في الدقيقة لددة خمس دقائق. ينفصل  5000 الدركزي بقوةعن طريق الطرد
بسثل طبقة وسفلية  DNAالمحلول بعدىا إلى ثلاث طبقات علوية بسثل الحمض النووي 

 . كطبقة بيضاء اللون لزجة بينهماالفينول، بينما يتكتل البروتتُ

الأحياء  DNA يكون لزجاً في ىذه الدرحلة)خصوصاً  DNA عن لزلول الحمض النووي
لنوى لضخامتو( لذلك يتوجب فصل طبقة الحمض النووي العلوية بواسطة ماصة باستور معقمة حقيقية ا

إلى أنبوبة نظيفة  DNAوبحذر شديد لأجل عدم سحب طبقة البروتتُ معها. ينقل سائل الحمض النووي 
وتفصل ولؽزج جيداً كما سبق  1:24 ومعقمة ثانية ويضاف حجم مساو من الكلوروفورم: إيزوبروبانول بنسبة

بواسطة الطرد الدركزي. تفصل طبقة الحمض النووي وتنقل إلى أنبوبة ثالثة  DNA طبقة الحمض النووي
 DNA ويضاف حجم مساو من الكلوروفورم وتعاد عملية الدزج مرة ثالثة وكما سبق. يفصل الحمض النووي

ميكروليتً من  10 ابعة ويضافبعدىا بواسطة الطرد الدركزي. تنقل طبقة الحمض النووي بعدئذٍ إلى أنبوبة ر 
ولؽزج المحلول جيداً ثم يضاف حجمان ونصف من كحول  2.5M ذي عيارية Nacl لزلول ملح الطعام

( 20-)الإيثانول الدطلق الدثلج ولؽزج المحلول بعد ذلك بهدوء شديد عن طريق التقليب إلى الأسفل والأعلى  م 
لددة ساعتتُ ثم  م  20-عد ذلك الأنبوبة بدرجة كخيوط بيضاء. بززن ب  DNAحيث يظهر الحمض النووي 

دورة في الدقيقة لددة خمس دقائق لأجل ترسيب جميع خيوط  5000-2000يطرد المحلول مركزياً بقوة 
ثم يذاب  م  37الحمض النووي. تزال طبقة الكحول من الأنبوبة ولغفف لظوذج الحمض النووي بدرجة حرارة 

 TE قطر الدعقم أو لزلولميكروليتً من الداء الد 200بواسطة 

(0.01MTris.cl,0.5mEDTA.PH7.0)  وينقل المحلول إلى أنبوبة صغتَة الحجم ولؼزن بدرجة حرارة

 (1،3،1)الشكل

بواسطة الفٌنول لطرٌقة فصل الحمض النووي تخطٌط 
 والكلوروفورم والإٌزوبروبانول
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حتى استخدامو. تددي إضافة لزلول ملح الطعام إلى زيادة كفاءة  م  20-
الكحول في سحب الداء من الحمض النووي. كما لؽكن استخدام  

الإيثانول الدطلق في ترسيب الحمض  كحول الإيزوبروبانول بدلًا من
 .(1،3،1)النووي ويضاف بنسبة مساوية لحجم المحلول، كما في الشكل

 ثانٌاً: طرٌقة الطرد المركزي الفائق مع ملح كلورٌد السٌزٌوم:

من الطرق الشائعة  Ultracentrifugation يعتبر الطرد الدركزي الفائق
ايولوجية. يتعرض الجسيم الاستخدام في فصل الجزيئات العضوية والب

عند سرعة زاوية  rالدتحرك أثناء الطرد الدركزي في دائرة نصف قطرىا 
على ىذا الجسيم حاصل  Fc وتساوي القوة الطاردة الدركزية، W2r إلى لرال طرد خارجي يساوي W قدرىا

 ضرب كتلتو
m

 في لرال الطرد: -

                     

m والكتلة
V-1)لأن السائل الدزاح يبذل قوة معاكسة ويساوي ىذا m أقل من الكتلة -

-
P) حيث أن V

- 

 ىي كثافة المحلول. P ىي الحجم الجزئي النوعي للجسيم و

احتكاك  ىو معامل f حيث أن Vf=Fc عندما تساوي V ويتحرك الجسيم في ىذا المجال بسرعة ثابتة
  :م تساويالجسيم، لذلك فإن سرعة ترسيب ىذا الجسي

  
  

 
 

           

 
 

ويلاحظ من ذلك بأن سرعة التًسيب تتناسب طردياً مع شدة لرال الطرد الدركزي، وتأتي ألعية ىذه 
الطريقة في فصل الحمض النووي من أنها توفر مدرج كثافة عن طريق انتشار جزيئات كلوريد السيزيوم 

بوبة أثناء عملية الطرد الدركزي الفائق. يتم في ىذه الطريقة مزج لزلول بكثافات لستلفة على طول الأن
1.7g/cm )لأجل توفي كثافة قدرىا CsCl من ملح كلوريد السيزيوم 5.6M الخلايا الدتحطمة مع

( حتى 3
 100 يضاف. EDTAذوبان جميع الدلح. وتستخدم لذلك أنبوبة نايتًوسليلوز معاملة بدحلول 

10mlg/cm ديوم برومايدميكروليتً من الأثي
ويتم التخلص من الذواء الدتبقي في الأنبوبة عن طريق  3

إضافة البرافتُ السائل الدعقم. تغلق الأنبوبة جيداً وبصورة لزكمة ويراعى التخلص بساماً من جميع 

 (3،1،2الشكل)

أنبوبة النتروسٌلٌلوز بعد إجراء الطرد المركزي الفائق مع ملح كلورٌد السٌزٌوم 
تقع فً نفس موقع كثافة كلورٌد  DNAوٌلاحظ أن حلقة الحمض النووي 

 السٌزٌوم المستخدم
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الفقاعات الذوائية مهما كانت صغتَة عن طريق إضافة البرافتُ بواسطة ماصة 
على الأنبوبة، وذلك لأن وجود الفقاعات الذوائية باستور والضغط الخفيف 

الحمض النووي عند إجراء الطرد الدركزي لذلك يتوجب  سيددي إلى تبعثر طبقة
التخلص منها نهائياً. تطرد الأنبوبة بعد ذلك مركزياً بصورة فائقة في جهاز الطرد 

أيونات ساعة. تتحرك  48في الدقيقة لددة  48000 الدركزي الفائق السرعة بقوة
Cs السيزيوم

أثناء عملية الطرد الدركزي تدرلغياً بابذاه القعر وتتًافق ىذه الحركة  +

مع الانتشار أو الحركة العشوائية للجزيئات لشا يعيق التًسيب الكلي لأيونات 
ساعة فإن عملية ترسب الأيونات وانتشار الجزيئات  48السيزيوم. وبعد حوالي 

ث بعد ذلك أية حركة انتقال للأيونات بابذاه القعر تتوازن في المحلول ولا برد
1.8g/cmيددي ذلك إلى الحصول على مدرج من تراكيز أيونات السيزيوم ابتداء من القعر الأكثر تركيزاً 

3 

1.65g/cmبابذاه السطح الأقل تركيزاً 
يتحرك أيضاً بابذاه الأعلى والأسفل  DNA إن الحمض النووي 3

السيزيوم حتى يستقر عند مستوى معتُ يتناسب مع كثافتو. وحيث أن كثافة  بساماً كما تفعل أيونات
1.7g\cm والتي تساوي 5.6M اثل كثافة أيونات السيزيوم عند تركيزبس DNA الحمض النووي

لذلك  3
1.7g\cmفإن الحمض النووي يتجمع عند كثافة 

ولؽكن رؤية حلقة الحمض النووي في أنبوبة الطرد  3
تهاء وذلك بتعريض الأنبوبة للأشعة فوق البنفسجية حيث يظهر كطبقة حمراء لامعة الدركزي بعد الان

بسبب تآصر بروميد الأثيديوم معو. كما لؽكن مشاىدة البروتينات كطبقة طافية بينما يتًسب الحمض 
 .(3،1،2)في قعر الأنبوب، كما في الشكل RNA النووي

الدركزي باستخدام حقنة طبية حيث يتم غرز  من أنبوبة الطرد DNA يتم سحب طبقة الحمض النووي
الإبرة برت حلقة الحمض النووي مباشرة ثم تسحب الطبقة بعد ذلك. كما لؽكن ثقب أنبوبة الطرد برت 

 (.3،1،3)، كما في الشكلحلقة الحمض النووي وبذميع المحلول النازل في قنان صغتَة

كبتَة من كلوريد السيزيوم وكذلك أثيديوم برتوي على كمية   الدعزولة DNA إن طبقة الحمض النووي 
برومايد لذلك فإن لغب التخلص من ىذه الدواد قبل ترسيب الحمض النووي. يتم بزليص الحمض 
النووي من الأملاح عن طريق غلق الأنبوبة أو الأنابيب الحاوية على لزلولو بطبقة من غشاء شبو نفاذ أو 

مغلق بإحكام. يوضع الكيس أو الأنابيب في لزلول وضع لزلول الحمض النووي في كيس شبو نفاذ 

 

 (3،3,1)الشكل

من أنبوبة  DNAة تجمٌع نموذج الحمض النووي طرٌق

 النتروسٌلٌلوز بعد إجراء الطرد المركزي الفائق
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ويراعى استبدال المحلول  م  4 ساعة بدرجة حرارة 24وتتًك النماذج لددة  TE ملحي ضعيف مثل لزلول
بسبب الاختلاف في  TE أربع مرات خلال ىذه الفتًة حيث بزرج أيونات الدلح لضو لزلول أو ثلاث

فإنو سيتم التخلص كلياً من ىذا الدلح. ولأجل التخلص من عدة مرات  TEلزلول التًكيز وباستبدال 
إلى لزلول  Butanol مادة الأثيديوم برومايد الدتآصرة مع الحمض النووي يضاف كحول البيوتانول

الحمض النووي ولؽزج جيداً حيث يتلون الكحول باللون الأحمر وبإزالة الكحول وباستبدالو بكمية أخرى 
خلص كلياً من الأثيديوم برومايد حيث تكون آخر طبقة للكحول رائقة عدلؽة لعدة مرات فإنو سيتم الت

بعد ذلك بواسطة كحول الإيثانول الدطلق البارد أو  DNAيتم ترسيب الحمض النووي  اللون.
- ولػفظ في درجة حرارة TEالإيزوبروبانول كما سبق. لغفف الحمض النووي ويذاب بكمية من لزلول 

 حتى استخدامو. م  20

عتبر ىذه الطريقة من أفضل الطرق العامة الدستخدمة في فصل الحمض النووي لأنها توفر لظوذج نقياً ت
، وتستخدم ىذه الطريقة بشكل واسع في فصل البلازميدات الدغلقة والدفتوحة، حيث وخالياً من الشوائب

الارتباط المحدود مع  إن الأثيديوم برومايد يرتبط بكفاءة عالية مع البلازميدات الدفتوحة مقارنة مع
البلازميدات الدغلقة ويددي ذلك إلى الاختلاف في كثافتيهما حيث تصبح البلازميدات الدفتوحة الحلقة 
أكثر كثافة من البلازميدات الدغلقة لذلك تنفصل طبقة البلازميدات الدغلقة كطبقة علوية تليها طبقة 

الطريقة في تنقية جميع لظاذج الأحماض النووية  البلازميدات الدفتوحة الأكثر كثافة. كما تستخدم ىذه
 الدستخلصة بالطرق الأخرى. كما لؽكن استخدامها في فصل الأحماض النووية للعاثيات والرواشح وغتَىا. 
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 الرابع: الباب 
 5نواقل الهنذسة الوراثية:

ىي جزيئات بيولوجية مدلفة من الحمض  vehicles نواقل الذندسة الوراثية
، تستخدم ىذه  أو الحمض النووي وكمية من البروتينات DNA النووي

إلى  DNA كوسائط لنقل مورث معتُ أو أجزاء معينة من الحمض النووي
خلايا أخرى لإظهار صفة جديدة فيها. تتميز ىذه النواقل بقدرتها على 
التضاعف داخل الخلايا الجديدة، وكذلك مضاعفة الأجزاء الدهندسة فيها  

قال إلى الأجيال الجديدة من الخلايا. وبالإضافة إلى ذلك كما لؽكن الانت
فإن ىذه النواقل لغب أن تكون مستقرة وغتَ قابلة للتحلل داخل الخلايا 
الجديدة أو لذا قدرة استيعابية جيدة بسكن الباحثتُ من ىندسة قطع حمض 

 نووي لا بأس بها كما لؽكن الحصول عليها واستخلاصها عند الحاجة.
ختلاف أىداف الذندسة الوراثية فقد توفر العديد من ىذه النواقل ونظراً لا

 منها البلازميدات والعاثيات والكوزميدات والرواشح وغتَىا.

  البلاشميداث: الفصل الأول : 

حلقي ذو تضاعف مستقل عن الصبغيات، لذا فهي بسثل وحدة  DNA ىي جزيئات حمض نووي
 0.1من حجم الصبغي)بتُ  %20-0.05 زميدات بتُ. يتًاوح حجم البلاRepliconتضاعف مستقلة 

  .(4،1،1)كيلو قاعدة(، كما في الشكل 250كيلو قاعدة إلى 

على الرغم من أن البلازميدات مواد وراثية غتَ ضرورية لنمو وتكاثر الخلايا إلا أنها قادرة على تزويد 
ا مثل مورثات مقاومة الخلايا بصفات إضافية في ظروف معينة لاحتوائها على مورثات خاصة به

لؽكن إلغاد ىذه البلازميدات في الكثتَ من البكتًيا وبعض الخمائر وتعتبر ىذه الأحياء  الدضادات الحيوية.
. تتضاعف البلازميدات داخل الخلايا الحية مصدر معظم البلازميدات الدستخدمة في الذندسة الوراثية

                                                           
5
 

5
 الدار الأهلٌة للنشر والتوزٌع، عمان المملكة الأردنٌة الهاشمٌة. ،1999العامة، الفٌصل، عبد الجسٌن موٌت الوراثة  

5
 ، الدار الأهلٌة للنشر والتوزٌع، عمان المملكة الأردنٌة الهاشمٌة.1999المعملٌة فً الهندسة الوراثٌة، عبد الجسٌن موٌت التقنٌات  

  والتوزٌع.للنشر  ، ترحمة الدكتور أجمد شوقً، الدار العربٌة1987، علم الوراثة، جاردنر، أ.ج وسنستاد، د.بمبادئ 

 (4،1،1الشكل)

 أحجام وعدد نسخ بعض البلازمٌدات وصفاتها المظهرٌة
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على عملية تأسيس ىذا التضاعف عن طريق مورثاتها مستخدمة الأنزلؽات الخلوية لذلك إلا أنها تسيطر 
الخلوي لأجل التضاعف وتدعى  DNA الخاصة، فبعض البلازميدات تقوم بالابراد مع الحمض النووي

وعادة ما تكون ىذه البلازميدات صغتَة الحجم بينما بستلك البلازميدات  Eposomes ىذه بالإيبوزومات
ولؼتلف عدد نسخ البلازميدات من خلية إلى أخرى تبعاً لذلك حيث  .الكبتَة الحجم أنزلؽاتها الخاصة بها

، PBR345 و PBR322 بستلك بعض الخلايا أكثر من خمستُ نسخة كما ىي الحال في البلازميدات
. بينما توجد بعض High copy number تدعى مثل ىذه البلازميدات بالبلازميدات عالية النسخ

 و ثنائية كما ىي الحال في البلازميدات كبتَة الحجم مثل البلازميداتالبلازميدات بهيئة نسخة مفردة أ

TOL  وPTiAch5.  ولؽثل عدد النسخ عدد جزيئات البلازميدات الدوجود في الحالة الطبيعية في خلية
وعلى الرغم من عدم معرفة تفاصيل أسباب زيادة نسخ البلازميدات أو الطفاضها إلا أنو يعتقد واحدة. 

البلازميدات على السيطرة على تأسيس التضاعف بسكنها من زيادة أعدادىا، إلا أنو  من أن قدرة
بالإمكان زيادة أعداد البلازميدات داخل الخلايا وخصوصاً من غتَ الإيبوزومات بإضافة مثبطات إنتاج 

إلى الوسط الغذائي حيث يتوقف تضاعف  Chloramphen-icolالبروتينات مثل الكلورمفنيكول 
ت بينما يشتد تضاعف البلازميدات. قد برتوي الخلايا على أكثر من نوع من البلازميدات ولابد الصبغيا

حيث يتم فقدان البلازميدات غتَ الدتطابقة تدرلغياً  Compatibleلذذه البلازميدات أن تكون متطابقة 
بر تعتمن الخلية ولا يعرف سبب ذلك ولكن يعتقد أن تضاعف البلازميدات لو دور في ذلك. 

البلازميدات ذات ألعية بيولوجية وطبية وصناعية ذلك لاحتوائها على مورثات ذات ألعية كبتَة في ىذه 
المجالات، ففي لرال علوم الحياة تعتبر البلازميدات من أىم نواقل الذندسة الوراثية وتستخدم في العديد 

الخرائط الوراثية بالإضافة إلى  الدادة الوراثية وتهيئةمن الأبحاث العلمية التي تستهدف سبر أغوار 
لعلوم الحياة. أما في المجال الطبي فإنو يكفي استخداماتها العديدة في دراسات التطور والتطبيقات العملية 

معرفة أن العديد من البلازميدات برتوي على مورثات مقاومة الدضادات الحيوية لتتضح ألعيتها الطبية 
عض البروتينات التي تستخدم في قتل أنواع معينة من البكتًيا إضافة إلى أن بعضها يقوم بتصنيع ب

والسيطرة على أنواع أخرى كما ىي الحال في البلازميدات الكولينسية في بكتًيا القولون القادرة على 
إنتاج بروتتُ الكولستُ الذي يقتل البكتًيا ذات العلاقات التطورية الدتقاربة أو الخلايا الحساسة التي تفتقر 

الذي يقتل بكتًيا  Vibricinىذا البلازميد وكذلك البلازميدات القادرة على إنتاج بروتتُ الفبريوستُ  إلى
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من أفضل الأمثلة على الألعية الصناعية  Streptococcus lactis الكولتَا. كما تعتبر الدكورات الدسبحية
 الأجبان والتخمر. صناعةوالتي برتوي بلازميدات قادرة على إنتاج أنزلؽات ذات ألعية كبتَة في 

 البلازمٌدات كنواقل فً الهندسة الوراثٌة:

نتيجة إلى التطور الذائل في تقنيات الوراثة الجزيئية والكيمياء الحيوية والذندسة الوراثية فقد أمكن الحصول 
 على أعداد متنوعة من البلازميدات المحورة من البلازميدات الطبيعية وجعلها ملائمة أكثر كنواقل

للهندسة الوراثية. إذ يتم إزالة الأجزاء غتَ الرغوب فيها في البلازميد الطبيعي عن طريق تقطيع البلازميد 
ثم عزل القطع الدرغوب فيها عن طريق الذجرة الكهربائية  Restriction enzymes بالأنزلؽات القاطعة

 الأنزلؽات اللاحمةواستخلاصها وربطها مع بعضها بواسطة  Gel electroghoresis خلال ىلام

Ligases  أخرى أو عدمها لتهيئة بلازميد جديد ذي مواصفات أجود مع إضافة أجزاء بلازميدية
وأكثر كفاءة. لقد تم باستخدام ىذه التقنيات بناء العديد من البلازميدات الدختبرية التي أدت إلى تطور 

ال فإن القدرة الاستيعابية للبلازميدات ىائل ومتنوع في قدرات الذندسة الوراثية، إلا أنو في كل الأحو 
 كيلو قاعدة من القطع الجديدة. 10-5 تظل لزدودة ولا تزيد عن

 العاثياث الفصل الثاوي :Bacteriophages: 

تعتبر العاثيات أحياء مستقلة ذات معيشة تطفلية إجبارية كما براط بأغلفة بروتينية 
لعاثيات في كونها لا تستقر كما بزتلف ا  ،DNA يستقر بداخلها الحمض النووي

بل تغادره حال انتهاء التضاعف وقد تتًك جزءاً من ذريتها داخل خلايا العائل 
إلا أنها جميعها تغادر الخلايا  M13لاستمرار التضاعف كما ىي الحال في العاثي 

الدصابة في حتُ البلازميد لػافظ على استقراره داخل الخلايا وحتى إن ازداد عدد 
 يغادر إلا في حالة الاقتًان.نسخو ولا 

كيلو قاعدة  25-15 تفضل العاثيات في الذندسة الوراثية لأنها تتمكن من استيعاب
وىو أكثر قدرة من ثلاث إلى أربع مرات من قدرة استيعاب البلازميد دون أضرار.  
كما تفضل العاثيات العاثيات لتوفر الحمض النووي الخاص بها وكذلك بروتيناتها 

فصل ولؽكن بزليق العاثي لسبرياً من خلال مزج الحمض النووي مع البروتتُ بشكل من
وعلى الرغم من أن ىناك حرية  .In vitor packagingبطريقة تدعى بالتعبئة الحياتية 

 (4،2،1)الشكل

تخطٌط للعاثً لامبدا وأهم المورثات الموجودة فً مادته 

 الوراثٌة
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أقل في بروير الحمض النووي للعاثيات مقارنة بالبلازميدات وذلك لوجود العديد من 
لؽكن إزالتها إلا أن كفاءة الذندسة الوراثية الدورثات الضرورية للتضاعف والتي لا 

باستخدام العاثيات تبقى عالية حيث لؽكن الحصول على كمية كبتَة من العاثيات 
الذجينة)الدهندسة وراثياً( من الديكروغرام الواحد من الحمض النووي مقارنة مع كفاءة 

 لرموعتي الرواشح الرواشح وتنتمي إلى البلازميدات إحدى لراميعالبلازميدات. تعتبر 
ينتمي إلى  λفالعاثي لامبدا ،Complex and Helical virusesالدعقدة والدتحلزنة 

لرموعة الرواشح الدعقدة، إذ يتألف من رأس عديد الأضلاع وذيل وملحقات أخرى 
يبلغ الذي  DNA تتألف جميعها من وحدات بروتينية خاصة ويستقر الحمض النووي

ة في رأس العاثي، يتمكن العاثي من دخول البكتًيا عن كيلو قاعد  49 حجمو حوالي
طريق استقراره بواسطة الأشواك الدوجودة في نهاية منطقة الذيل على سطح الخلية، 

 (.4،2،1)ويقوم بعدىا بحقن مادتو الوراثية إلى سيتوبلازما الخلية، كما في الشكل

يطية ويتصف بشكلو العصوي وتتميز بروتيناتو فينتمي إلى لرموعة الرواشح الدتحلزنة الخ M13 أما العاثي
مفرد الخيط يبلغ حجمو  DNA حمض نوويبداخلها الغلافية بأنها على ىيئة اسطوانة لروفة يستقر 

كيلو قاعدة ويتًتب بهيئة اللولب. يتمكن ىذا العاثي من إصابة البكتًيا عن طريق برفيز  6.4 حوالي
يتم من خلالو حقن مادتو الوراثية لضو  Pilusوبي جدارىا الخارجي لتموين أنبوب أوبروز أنب

 .(4،2،2)السيتوبلازما، كما في الشكل

الخلوي للبكتًيا نظراً  DNA تعتبر العاثيات إيبوزومات حيث تتمكن من الالتحام مع الحمض النووي
عندما لاحتوائها على ترددات الاندماج أو العناصر الانتقالية. العاثيات ذات ألعية بيولوجية خاصة 

تستخدم في لرالات الذندسة الوراثية وبناء بنوك الدورثات وغتَىا، ولؽكن بسييز نوعتُ من العاثيات 
 λكالعاثي لامبدا  DNA بالاعتماد على طبيعة الحمض النووي فهناك عاثيات مزدوجة الحمض النووي

 .M13وعاثيات مفردة الحمض النووي كالعاثي 

 ثٌة:العاثٌات كنواقل فً الهندسة الورا

تعتبر العاثيات من النواقل الدناسبة للهندسة الوراثية لسهولة التعامل معها وسرعة تضاعفها واحتوائها 
على مواقع مفردة للعديد من الأنزلؽات القاطعة، إضافة إلى سهولة ترتيبها واستخلاصها، وتتقارب في 

العاثيات الدستخدمة في الذندسة  لشيزاتها ىذه من لشيزات البلازميدات. ويعتبر العاثي لامبدا من أىم

 (4،2،2)الشكل

 رٌطته الوراثٌةوخ M13تخطٌط للعاثً 
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من أىم الواقل  M13 ، وتكمن ألعيتو ليس بصورتو بل بالدشتقات العديدة لو. بينما يعتبر العاثيالوراثية
، ىذا بالإضافة إلى معرفة كامل خرائطهما DNA الدستخدمة في قراءة ترددات الأحماض النووية

 الوراثية.

 الكوشميداث:الفصل الثالث : 

بذمع جزيئة حمض نووي عاثٍ وأخرى بلازميدية، تم تصميم  ىي ىجن
الكوزميدات اعتماداً على حقيقة أن أنزنً تعبئة الحمض النووي العاثي في جزيئة 

للعمل، لذذا فإن عملية  Cos البروتتُ لا لػتاج سوى إلى الدواقع اللزجة التي يرمز لذا
برمل الدواقع اللزجة ووي التعبئة الدخبرية لؽكن أن برصل لأية قطعة الحمض الن

كيلو قاعدة، لذذا فإن الكوزميدات ىي بالحقيقة  52-37والتي يفصل بينها 

ىذا بالإضافة إلى ألعية  (.4،3،1)بلازميدات برتوي على مواقع لزجة، كما في الشكل
إلى ضرورة وجود موقع مورث انتقائي مثل مورث مقاومة الأمبسلتُ وموقع أصل 

التبقعات  قاد الكوزميد لدورثات العاثي الأخرى فإنو لا ينتجالتضاعف، ونظراً لافت
Plaques .التي تتميز بها عاثيات لامبدا بل ينمو كبلازميد داخل خلايا الدضيف 

يتم استخدام الكوزميدات في الذندسة الوراثية عن طريق فتح موقع أنزنً القطع وغرس 
نتاج قطع الحمض النووي الدراد قطع الحمض النووي الغريبة بينها، وعادة ما يتم إ

ىندستها في الكوزميدات عن طريق الذضم الجزئي للحمض النووي بواسطة أنزنً 
قاطع معتُ، إذ أن الذضم الكلي يددي إلى إنتاج قطع حمض نووي صغتَة الحجم لا 

، وبعد ذلك تعبأ ىذه في البروتتُ لإنتاج عاثيات تصلح للهندسة في الكوزميدات
البكتًيا التي تنمى بعد ذلك على وسط انتقائي حاوية على تستخدم لإصابة 

الأمبلستُ. إن جميع الدستعمرات النامية تكون حاوية على الكوزميدات الذجينة 
حيث لا تتمكن الكوزميدات غتَ الذجينة أصلًا من التعبئة، كما في 

ن فهي . تصل كفاءة الذندسة الوراثية في الكوزميدات إلى أعلى ما لؽك(4،3،2)الشكل
كيلو قاعدة.  40يبلغ حجمها أكثر من  DNAتستوعب قطعاً من الحمض النووي 

وىو أكثر بكثتَ لشا تستوعبو البلازميدات أو العاثيات. تعود ىذه الكفاءة العالية إلى الحجم الصغتَ 

  (4،3،1)الشكل

 PJB8الكوزمٌد 

 (4،3،2)الشكل

 استراتٌجٌة استخدام الكوزمٌد فً الهندسة الوراثٌة
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وأىم  Gene Banksللكوزميدات وىو ما جعلها أفضل النواقل الدستخدمة في بناء بنوك الدورثات 
 .PJB8 (4،3،3)الشكلC2XB زميدات الدستخدمةالكو 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (4،3،3)الشكل

فً الهندسة  C2XBاستراتٌجٌة استخدام كوزمٌد 

 الوراثٌة
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 :الباب الخامس 
 6تقنيات أخرى مستخذمة في الهنذسة الوراثية: 

 المكتبت الوزاثيت:   

أو بنك  Gene Library تبدأ تقنية الذندسة الوراثية في مرحلتها الأولى بتهيئة ما يسمى بالدكتبة الوراثية
كتبة إلى بسثيل جميع أو معظم المجتُ الذي لؽثل الدادة الوراثية ويهدف بناء ىذه الد، Genes Bank الدورثات

مهندسة بناقل معتُ. يتم فيما بعد استخدامها لعزل  DNAلكائن معتُ على ىيئة قطع حمض نووي 
 مورث أو لرموعة مورثات بزدم أىداف الذندسة الوراثية.

 المجظاث الموطمت:

في كشف العديد من التفاعلات التي بذري التي سالعت إحدى التقنيات الرائعة  Probes تعتبر المجسات
في الخلايا الحية، تقوم ىذه التقنية على استبدال عنصر معتُ مثل الذيدروجتُ أو الكربون أو النتًوجتُ أو 
الفوسفور وغتَىا بعناصر نظتَة ذات نشاط إشعاعي، وتهدف ىذه التقنية إلى تتبع أثر النشاط الإشعاعي 

ر والدواد الدستخدمة ومعرفة حركة الدركبات والتفاعلات الأنزلؽية والنواتج التفاعلية وغتَ أو الضوئي للنظائ
ذلك الكثتَ. تستخدم ىذه التقنية في الحقل الطبي في تشخيص بعض الأمراض مثل قصور الغدة الدرقية 

عف الحمض والأورام السرطانية، أما في الذندسة الوراثية فقد استخدمت لأجل التعرف على آلية تضا
Sمن خلال النظائر الدشعة للكبريت DNAالنووي 

Pروالفوسفو 35
وقد أثبتت التجارب أن الحمض ، 32

يسلك سلوكاً شبو لزافظ في التضاعف، واعتبرت ىذه التجارب إثباتاً واضحاً لنظرية  DNA النووي
للحمض النووي  لإثبات التضاعف شبو المحافظ1958 الحلزون الدزدوج، كما استخدمت المجسات في عام

DNA  في البكتًيا والأحياء الراقية والرواشح، بعد ذلك تم تطوير استخدام ىذه التقنية للحصول على
 قطع حمض نووي ومورثات موسمة وقد ساىم ىذا التطوير في تقدم علو الوراثة قدماً للأمام.
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 عصل الموزثاث:

نزلؽات القاطعة وىندسة القطع النابذة من خلايا معينة وتقطيعو بالأ DNA إن استخلاص الحمض النووي
بنواقل معينة لا تستهدف سوى الحصول على قطعة حمض نووي صغتَة بسثل مورثاً معيناً مطلوباً لأجل 

 تطبيقات الذندسة الوراثية.

لكائن  DNAىي طريقة يتم فيها ىندسة قطع الحمض النووي  عزل المورثات بالانتخاب المباشر:
عتُ بحيث تتوفر بعد الانتهاء من عمليات الذندسة جزيئات معينة من الناقل معتُ في جزيئات ناقل م

برمل الدورث الدطلوب عزلو. ولؽكن بسييز النواقل الذجينة ذات الدورث الدطلوب بعد تنمية مضائف الناقل 
ب. يتم على وسط غذائي انتخابي بحيث لا تنمو عليو الخلايا التي برتوي النواقل الذجينة مع الدورث الدطلو 

بعد تقطيع بعد ذلك عزل الدستعمرة الدطلوبة وتكثتَىا ثم يستخلص الناقل منها ويتم عزل الدورث الدطلوب 
 الناقل بأنزنً قاطع مناسب.

 :الباب السادس 
 تطبيقات الهنذسة الوراثية:

  :الهىدطت الوزاثيت والبيوجكىولوجي)التلىيت الحياجيت(:الفصل الأول 

وراثية ثورة حقيقية منذ بزوغها، وإلى الآن نستطيع أن لصد آثار ىذه الثورة واضحة تعتبر تقنيات الذندسة ال
في حقول الدعرفة الأخرى الدختلفة حتى أصبح الآن وجود ترابط كبتَ بتُ ىذه التقنيات والصناعة والزراعة 

ياء المجهرية بحيث أدى ذلك إلى ظهور التقنية الحياتية أو البيوتكنولوجي وىي علم قائم من ترابط الأح
والوراثة والكيمياء والذندسة الكيميائية وىندسة الإنتاج، ولكل من ىذه الفروع دور حيوي جزئي في ىذه 

 التقنية.
 7الاستراتٌجٌة العامة لإنتاج الأكتٌنورودٌن:

وذلك عن  Streptomyces coelicolor ىو عبارة عن مضاد حيوي تفرزه طبيعياً أعفان مسبحية تدعى
من تفاعلات كيميائية بركمها سبعة مورثات تقع حميعها بصورة متجاورة على صبغي طريق سلسلة 

التي بروي الدورثات السبعة الدطلوبة لؽكن ربطها إلى ناقل مناسب DNA واحد. إن قطعة الحمض النووي
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يا ذات طفرة وراثية لا تسمح لذا بإنتاج الدضاد الحيوي. تنمى البكتً  S.coelicolorونقلها إلى مسبحيات 
 الدتحولة في وسط غذائي سائل مناسب برت ظروف مناسبة لإنتاج الدضاد الحيوي.

 استخدام الحٌوانات النقٌلة للأغراض العلاجٌة وزراعة الأعضاء:

لؽكن الاستفادة من الحيوانات النقيلة للأغراض العلاجية بطرق لستلفة، ومن ألعها ىو إنتاج عوامل بزثر 
الذيموفيليا الدرتبطة بفقدان ىذه العوامل. فمثلًا لؽكن  ةرية لدعالجة حالوغتَىا الضرو  VIIIوVII الدم

استخلاص ىذه العوامل من الحليب الدنتج من الشياه النقيلة بالدورثات الدشفرة لذذه العوامل والدرتبطة مع 
للحليب. كما تم لزفز الدورث الدشفر لبروتتُ بيتا لاكتوجلوبيلتُ والذي يتم التعبتَ عنو في الخلايا الفارزة 

إنشاء سلالات حيوانات نقيلة يأمل منها العلماء الحصول على أعضاء وأنسجة لؽكن استخدامها في 
زراعة الأعضاء بدلًا من الأعضاء البشرية الدعطوبة وغتَ الفعالة، فمثلًا تم الحصول على خنازير نقيلة 

اعي في أسطح خلايا أنسجتها وأعضائها قامت بالتعبتَ عن البروتينات البشرية الدسدولة عن الرفض الدن
بحيث أصبحت ىذه الأعضاء من الناحية النظرية والعلمية لشكنة الاستخدام في زراعة الأعضاء في البشر 

  ، وينتظر العلماء حالياً التجارب النهائية للبت النهائي في ألعيتو.دون الخوف من رفضها
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 والنتائج الخاتمة: 
دسة الوراثية الأبواب على مصراعيها في لرال تكوين كائنات جديدة عملها الرئيسي ىو لقد فتحت الذن

خدمة الإنسان، وقد رافق تطور ىذا العلم الكثتَ من النقاش وأثتَت الشكوك حول إمكانية ىروب بكتًيا 
لقضاء عليو، أو فتَوس لشيت من الدختبر بعد تكوينو، لشا يددي إلى انتشار وباء لا يعرف الإنسان كيفية ا

وبالرغم من كل ذلك فإن البحوث مستمرة وتتطور بصورة تصاعدية، والسبب ىو أن بعد سنوات بدأت 
الذندسة الوراثية بإزاحة الستار عن أسرار الحياة الذائلة وعن الطبيعة الكيميائية للمورثات والجوىر البيولوجي 

للسيطرة على عمل الدورثات سيددي بلا شك  لوحدة الحياة والنمو الخلوي، كما أن تطور الطرق الفعالة
جديدة للتغلب على لستلف الدشاكل الزراعية والطبية، فهناك لزاولات عديدة لإلصاح إلى إلغاد أساليب 

تطبيقات الذندسة الوراثية على النباتات فعلى سبيل الدثال عزل مورثات جهاز ناف من بكتًيا عقد 
م لأجل تثبيت النتًوجتُ الجوي عن طريق تصنيع الجلوتامتُ وبسريره البقوليات )الرايزوبيون( والتي تستخد

إلى النبات، وتستهدف ىذه المحاولة نقل الدورثات إلى النباتات الأخرى لاستخدام النتًوجتُ الجوي  
كسماد طبيعي، كما أن ىناك لزاولات أخرى تستهدف الحصول على لزاصيل زراعية ذات بروتينات 

ظهر أن الخطر الوحيد من الذندسة الوراثية ىو إمكانية استخدامها عسكرياً لإنتاج وي8 حيوانية وغتَ ذلك.
لستلف الأسلحة الجرثومية الفتاكة، فالكثتَ من لشا يستخدم لتقدم البشرية وتوطيد الرخاء والسلام لؽكن 

     استخدامو بشكل آخر لفناء البشرية. 
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