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الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

مقدمة

علمهوماليوالعلوممنالجدليثيرالذيولعلالعصورعبرمتتاليةتطورمراحلالعلوممنعلملكل◦

الحيويةالتكنولوجيالهالشائعوالاسمBiotechnologyالحيويةالتقانة◦

منذدماءالقالمصريوناستخدمهحيثالقديمةالعصورإلىيرجعانهإلاحديثعلمبأنهالكثيريظن◦

الخبز،إنتاجفيالخميرةاستخدمواعندماالميلادقبلسنة4000حوالي

Karlالمجريالمهندسبواسطة1919عامفيمرةلأولالحيويةالتقانةمصطلحظهرذلكومع◦

Ekeryدةبمساعالخامالموادمن(كيماويةموادمشروبات،غذاء،)المنتجاتإنتاجإلىيشيروالذي

عصربدأيةالوراثالهندسةوبدخولالتقليديةالحيويةبالتقانةالآنإليهيشارماوهوالدقيقةالكائنات

.الحديثةالحيويةالتقانة



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

مقدمة

اللاتينيةالكلمةمنمشتقهووBioالأولمقطعينمنBiotechnologyمصطلحيتكون◦

"Bios"الثانيأمّاالحياةبمعنىTechnologyالأشياءلعملالمنظمةالطريقةبمعنى.

المادةاكتشافيجةنتالماضيالقرنمنالستينياتفيالحيويةالتقانةمفهومفيالكبيرالتطورحصل◦

رميزتكيفيةو(الآزوتيةالأسسالمورثات،،الصبغيات)الدقيقةبتفاصيلهاDNAالوراثية

التعاملتقاناتتطورمعبدأتالحيويةللتقانةأهميةالأكثرالمحطةأما،للبروتيناتالمورثات

recombinantالمأشوبDNAتقانةعصرالحيويةالعلومودخولDNAمع DNA

technology(طريقعنوذلكالجراثيمعلىبالاعتمادالأنسولينمثلالعلاجيةالبروتيناتإنتاج

تضاعفمعيوبالتالالأنسوليناصطناععنالمسؤولةالبشريةبالمورثةالجرثومبلاسميدتأشيب

(الأنسولينعلىالنهايةفيسنحصلالمورثةهذهعنوتعبيرهالجرثومبلاسميد



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

مقدمة

بشكل(DNA)النوويالحمضمعالتعاملعلىيقوموالذيالحيويةالتكنولوجيامجالفيالتطورإن◦

(DNA)ويالنوالحمضكميةمضاعفةعلىتقوممماثلةتقنيةأوطريقةعنللبحثالعلماءاستدعىأساسي،

كبيربشكل

Growthالنموعواملبإضافةالمستمرالانقسامعلىالخليةلتنشيطمحاولاتعدةهناكفكان◦ factors،

.كثيرةلأسبابجدوىذاتتكنلمالطريقةهذهولكن

Karyالعالمتوصلأنإلى◦ Mullisلتقانةاختراعهبنشر1985عامفيPCRبوابة ًالتقانةهذهفكانت

.الحيويةالتكنولوجيامجالفيالمتسارعةالتطوراتمنلكثير

و(ةالخليأي)الحيويالنظامعلىاعتمادهاعدمالانتشارعلىالتقانةهذهساعدتالتيالأسبابأهممن◦

تقانةفهيلذلكالمختبرفيالنوويالحمضلنسخطريقةأنهاأي،(DNA)النوويالحمضبكميةالتحكم

فةمضاعوالجسمسوائلأوخلايامناستخلاصهابعدالنوويالحمضمنمحددةقطعةلاستنساخحيوية

.عليهاالإضافيةالفحوصاتوالاختباراتإجراءيتسنىلكيإنتاجها



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

(PCR)تقانة 
Polymerase Chain Reaction

تفاعل  البلمرة المتسلسل

نلتكويواسعنطاقعلىتستخدمطريقةهي◦

ويالنوالحمضمنمعينةعينةمننسخالملايين

جد اةصغيرعينةبأخذللعلماءيسمحمما،بسرعة

ةكبيركميةإلىوتضخيمهاالنوويالحمضمن

.بالتفصيلللدراسةيكفيبما

وحساسة,وسهلة,سريعةالتقانةهذهتعد◦

ينةمعموادتوافرإلىتحتاجهيووأوتوماتيكية

:وهيالتفاعليحدثلكي

البادئات
Primers

عبارةعن
يرة نيكليوتيدات قص

(bp 30-18)

قادرة على الارتباط
ةالأزوتيالأسس مع

للحمض النووي 
المراد تضخيمه

البادئات غنية 
و Cبـالغوانين

من )Gالسيتوزين
40-60  )%

حرارة اليجب حساب درجة 
.لبادئاتالملائمة ل

النيوكليوزيدات
ثلاثية الفوسفات

نمنقوصة الأوكسجي

ما يعرف اختصاراً بـ 
dNTPs

(dATP,dCTP,
dGTP, dTTP) 
Deoxynuleoside
triphosphates 

أنزيم التكثيف 
البوليميراز 

Polymerase 

مقاوم للحرارة 
المرتفعة

 Taqأهمها
Polymerase 

هذا الإنزيم مسؤولاً 
عن تضاعف  
الحمض الريبي 
النووي منقوص 

الأوكسجين

محاليل واقيه 
Buffers

شوارد مناسبة، 
أهمها شاردة 
المغنيزيوم 

Mg+2التي تعد
-Coعامل متمم 
factor لأنزيم

.البوليمراز



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

(PCR)تقانة 
Polymerase Chain Reaction

تفاعل  البلمرة المتسلسل

الآليالحراريالتدويرجهازباستخدامالأوكسجينمنقوصالنوويالريبيالحمضمنقطعةتضخيميتم◦

Thermocycleبشكلالحرارةدرجةبتغيرالجهازهذاويقوممتتاليودقيقبشكلالتفاعلحرارةبدرجةللتحكمذلكو

-25بيناوحيترالدوراتمنبعددالنضخيميتم.التقانةهذهفكرةعليهتقومالذيالأساسهوالحرارةدرجةتغيرلآنسريع،

:كالآتيمراحلثلاثمنPCRدورةكلتتكونودورة40

.1Denaturation

.2Primers Annealing

.3Extension



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

(PCR)تطبيقات تقانة 
Polymerase Chain Reaction

ةالكشف عن الطفرات الوراثي

بادىءوذلك عن طريق وضع
خاص للطفرة لتضخيم 

المورث الخاص بها ومنه 
نقوم بمعرفة المرض إذا كان
ى على زوجي الصبغيات أو عل

(.allele)إحداهما 

تحديد البصمة الوراثية

هو العنصر الأهم في عملية 
الاتحادات الجديدة للحمض 

النووي 
(Recombinant 

الحمض الريبي النووي 
حيث ( منقوص الأوكسجين

بتضخيم المورث PCRيقوم  
البلاسميدالمراد إدخاله على 

أو الحمض النووي 
(DNA)المضيف

تحديد تتابع 
النيكليوتيدات 

الحمض في
النووي 
(DNA 

sequencer)

معرفة طول 
الحمض 
النووي 

(DNA  .)

الحصول على
الحمض 
النووي 
المكمل 

(cDNA)

تحديد المورث
المطلوب من 

خليط من 
.المورثات

مشروع 
الخارطة 
الوراثية 
البشرية 

(Human 
genome 
project )

في مجال 
الطب 

الشرعي 



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

RT-PCRتقانة  Tag polymeraseالنسخ العكسي المترافق مع التضخيم بواسطة 
Reverse transcription polymerase chain reaction

cDNAأوالتكميليDNAالسياقهذافييسمى)DNAإلىRNAالنوويللحمضالعكسيالنسخبينتجمعمعمليةتقنيةهي◦

complementary DNA,)المتسلسلالبلمرةتفاعلباستخدامالمحددةالنوويالحمضأهدافوتضخيم(PCR)

الوراثيةالأمراضتشخيصوالعدوىعواملتشخيصوالمورثيالتعبيرتحديدفيأهميةذاتRT-PCRتقانةتعدو◦

:التفاعليحدثلكيمعينةموادتوافرمنبدلاو◦

RNA-dependentتمثلو:العكسيالنسخإنزيمات1. polymerasesمنقوصالنوويالريبيالحمضبناءفيتساهمالتيو

.cDNAالمتممالأوكسجين
cDNAالجديدةالسلسلةتركيبيقتضيالذيالعكسيالنسخفي(أزوتيأساس18-12متعدد)Oligo-dTالبادئيستخدم:البادئات2.

AالأدنيلمتعددذيلذوRNAmمنابتداءً  (Poly A).



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

(DNAخاصة للـ )Southern blotتقانة 

تقانةمحلحلتقدPCRتقانةأنمنالرغمعلى◦

ضروريةزالتماالتقانةهذهأنإلاساوزرن

وDNAفيالحجمكبيرةالتغيراتبعضلكشف

هذهطورتحيثPCRبتقانةكشفهايمكنلاالتي

.Southernالعالمقبلمن1975عامفيالتقانة

وصمنقالنوويالريبيالحمضينقى:التقانةمبدأ◦

إنزيماتباستخداميقطعوالصبغيالأوكسجين

restrictionالتحديد enzymesقطععلىللحصول

الأوكسجينمنقوصالنوويالريبيالحمضمن

.الأطوالمختلفة

Southner blotالمراحل  

الأنزيمات 
دم التي تستخ

في معالجة
DNA

الرحلان 
الكهربائي 
الهلامي 

electrop
horesis

نقل الحموض
النووية إلى 
غشاء من 

وزالنتروسيلل

التهجين 
الجزيئي و 
التوسيم 

الإشعاعي 
للحموض 

النووية

التهجين 
المسبق و 

التهجين فوق
المرشحات

الغسيل و 
التصوير 
الإشعاعي 

الذاتي 
للمرشحات



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

DNAالأنزيمات التي تستخدم في معالجة الـ 1.

:هي◦

Restrictionالتقييدأنزيمات-◦ Enzyme,التقيدوالحصرأو

Polymerasesالبلمرةأنزيمات-◦ E.

Nucleasesالنيكليوزأنزيمات-◦ E.

Modifyingالتعديلأنزيمات-◦ E.

Ligasesالربطأنزيمات-◦ E.

تلكفبتوصيقامحيثالسبعينيات،فيالأنزيماتهذهاكتشفت◦

جائزةعلىحازاوقدNathans&Smithالعالمانالأنزيمات

أوالمقيدةالاندونيوكليازأنزيماتلاكتشافهم1978عامنوبل

متوفرةالأنزيماتهذهمنا ًنوع500منأكثرحاليا ًيوجدو.المحددة

.تجاريا ً



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

Restriction enzymes-cutting(  القطع)إنزيمات التقييد 

الكائناتمنتحميهمختلفةدفاعيةطرقحيكائنلكلأنفيشكلا◦

تدميرمهمتهاإنزيماتبإنتاجالبكتيريامنأنواعبعضتقوممثلا ًالأخرى

قومتالتيالقاطعةالإنزيماتالإنزيمات،هذهمنو,تهاجمهاالتيالفيروسات

.عولهمفيبُطلوعملهيشُلبذلكوللفيروس(DNA)النوويالحمضبقص

يفالحالهوكماالبكتيريافيطبيعيبشكلموجودةمادةDNAبماو◦

علىطرا ًختشكلقدالإنزيماتهذهفإنالحيةالكائناتمنوالكثيرالفيروسات

.بهاالخاصDNAللـقصهافينفسهاالبكتيريا

منءأجزابتحويرالبكتيرياقيامهوذلكفيالسرويحدثلاهذاولكن◦

DNAالأسسبعضإلىالميثيلمجموعةإضافةطريقعنبهاالخاص

القاطعMethylالأنزيميستطيعفلاالسيتوزينأوالأدنيننوعمنالأزوتية

.بالبكتيرياالخاصالنوويالحمضقطعمن



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

Restriction enzymes-cutting(  القطع)إنزيمات التقييد 

(IIIوI,II)وهيأنواعثلاثةفيالقطعإنزيماتتصنف◦

تقطعلأنهاIIالثانيالنوعمنالمستخدمةالإنزيماتمعظمتكونو◦

اتالفوسفلرابطةقطعهخلالمنعليهتتعرفوDNAمننوعيتسلسل

.الاسترثنائية
اإنموللقطعمعينتسلسلعلىيتعرفانلافهماIIIوIالنوعانأما◦

.DNAوRNAنهايةفيالنيكليوتيداتإزالةعلىيعملان

تكونوDNAفيالنيكليوتيداتمنمحددتتابعبمعرفةإنزيمكليختص◦

تةسأوخمسةأوأربعةمنمكونةالمعروفةالتسلسلاتأوالتتالياتمعظم

.القواعدمنأزواجثمانيةإلىتصلأنيمكنوطولا ًالقواعدمنأزواج

Restrictionالقطعموقعباسميعرفالمعينالتسلسلهذاو◦ siteأو

Recognitionالتعرفموقع Site (Sequence).
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تقنيات الكشف عن المجين

Restriction enzymes-cutting(  القطع)إنزيمات التقييد 

أيرتواتحسابيمكنفانهعشوائيا ًموزعةالأسسهذهأنافتراضعلى◦

للأنزيمالمحددللتتابعطولا ًهيnحيثn4خاصتتابع

ضمنوتيدالنيكليرباعيجزيءعلىبالعثورالتنبؤيمكنالأساسهذاعلى◦

وقاعديزوج1024ضمنالنيكليوتيدخماسيوقاعديا ،زوجا 256ً

.قاعديا ًزوجا 4096ًضمنالنيكليوتيدسداسي

منالأقصرقطعالسينتجالنيكليوتيدرباعيلتتابعالمحددفالأنزيمعليهو◦

حددالمالأنزيممعبالمقارنةالأوكسجينمنقوصالنوويالريبيالحمض

.النيكليوتيدسداسيلتتابع

مالكائن الحي المنتج للإنزي
 Targetالتتابع المستهدف 

Sequence
الإنزيم

Escherichia coli RY13
GAATTC
CTTAAG

EcoRI

Bacillus amylolique
faciens H

GGATCC
CCTAGG

BamHI

Bacillus globigii
AGA TCT

TCT AGA
BgIII

Haemophilus 
aegypius

PuGC GCpy

pyCGCGpu
HaeII

Haemophilus influenza 
R

AAGCTT

TTCGAA
HindIII

:كل منهاأهم أنزيمات القطع المحددة وموقع عمل 

حيث,زيمالإنيحويالذيالحيللكائناللاتينيالاسمعلىالقطعإنزيمتسميةتعتمد

منالأولىالحروفوالإنزيماسممنالأولالجزءعنللتعبيرالجنساسميستخدم

تعبرالتيالأرقامأوالحروفبعضالإنزيماسمإلىيضافأنيمكنكما،النوعاسم

رقمهاوالسلالةاسمعن



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

-Restriction enzymes(  القطع)خصائص إنزيمات التقييد 

cutting

.الخميرةفطرأوالمختلفةالبكترياأنواعمنعزلهايتمماغالبا 1ً.

معينقطعوموقعمكانأومحددةنقطةفيالنوويالحمضتقطع2.

Recognition Site

يبيالرالحمضجزئياتمنيحميهاللبكتريامصغرمناعيكنظامتعمل3.

.الفيروسيةالإصابةمثلالغريبةالأوكسجينمنقوصالنووي

cohesiveمتعرجبشكلأولاصقةنهاياتتتركأنإماالقطعأنزيمات4. or

stickyالقاطعالإنزيممثل3'و5'في(EcoR1)6يجدعندمايقطعالذي

حادةأوتامةنهاياتأو(GAATTC)التسلسلهذافيالنوويةالأحماضمن

يقطعالذي(Hpa1)القاطعالإنزيممثلbluntمستقيمرأسيبشكلأو

يوجد(GTTAAC)التسلسلهذافيالنوويةالأحماضمن6يجدعندما

Hemophilus)انفلونزاباراالهيموفلسبكتيريافي parainfluenzae)
ً القطعمناطقتكون تسلسلذات)متقابلةغالبا

palindromic(متعاكس sequences
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تقنيات الكشف عن المجين

Gel electrophoresisالرحلان الكهربائي الهلامي 2.

دسةللهنالأساسيةالمقوماتمنالكهربائيالرحلانتقنيةتعد◦

باشرةمالنوويالحمضقطعتصوريتمبواسطتهاالتيو,الوراثية

لتمثالتيالنوويةالحموضطبيعةعلىالطريقةهذهتعتمد◦

pHدرجةفيPolyanionicالسالبةالشحنةمتعددةمركبات

خلالمنمتعددةسالبةشحناتالنوويةالأحماضتحمل,متعادلة

.وويالنالحمضلسلاسلالاسترثنائيةالفوسفاتيةالمجموعات

يفوضعهاعندالموجبالقطبنحوالجزيئاتهجرةذلكيعنيو◦

.كهربائيمجال

:هماوواسعبشكلتستعملانgelالهلاماتمننوعانيوجد◦
.PolyacrylamideالأكريلامايدمتعددوAgaroseالأغاروز

◦

الالكترودإلىتهاجروالجهدمتنوعكهربائيحقلعبرالجزئياتتمر

حنةشالقطبين،بينالمختلفالجهد:علىالهجرةسرعةتعتمدو,المناسب

زتركي)المحاليللزوجةو،الالكترودينبينالمسافةالنووية،الحموض

ئيالجزيالوزنذات)الصغيرةالقطعتهاجرفبذلك.(الثقوبحجموالهلامة

الجزيئيالوزنذات)الكبيرةالقطعهجرةمنأكبربسرعة(المنخفض

.(المرتفع



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

Gel electrophoresisالرحلان الكهربائي الهلامي 2.

الأغاروزهلامة

وحدةتكرارمنمركبالخطيالسكاريدمتعددعنعبارةالأغاروزجزيء◦

Agarobioseوالغالاكتوزالبسيطللسكرتسلسلمنيتكونبدورهالذي

Seaweedالبحريالطحلبمنمستخلص

التسخينببسهولةتتكسروضعيفةهشةمادةبأنهأيضا ًالأغاروزيتميزكما◦

(1970عامفيطورت)

.2%و0,7بينالأغاروزهلامةتركيزيترواح◦

لفصلتستخدمو%0,7التركيزحالفيكبيرةالهلامةفيالمساماتتكون◦

DNA(5-10(Kbمنالكبيرةالقطع

القطعلفصلتستخدمو%2التركيزحالفيصغيرةالمساماتتكونحينيف◦

DNA(0.2-1Kb)منالصغيرة

,القطعأنزيماتاستخدامعنالناتجةDNAلإظهارالأغاروزهلامةتستخدم◦

.أطوالهاتحديدوRNAأوDNAقطعفصل،DNAنقاوةتحديد



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

Gel electrophoresisالرحلان الكهربائي الهلامي 2.

الأكريلامايدهلامة
Raymondقبلمنالأكريلامايدمتعددهلامةوصفت◦ and Weintuabعام

1959
فيمهما ًذلكيكونوDNAمنصغيرةجزيئاتفصلفيالهلامةهذهتستخدم◦

جمحلانذلكو,فقطواحدأزوتيبأساسالطولفيتختلفالتيالقطععزل
بهلامةمقارنةالحزمبوضوحتحددومرونةأكثرهيوأصغرمساماتها
.الأغاروز

%30-3بينالأكريلامايدمتعددهلامةتركيزيتراوح◦
5نمالجزيئيةأوزانهاتتراوحالتيالبروتينجزيئاتبفصلتسمحهيو◦

KDaإلى 2000
(أقلأومم5)جدا ًرقيقةالهلامةتكونو◦
.طويلةمدةالكحولفيالهلامةهذهحفظيمكنكما◦
والببتيدددمتعوالبروتينجزئياتلفصلالأكريلامايدمتعددهلامةتستخدمكما◦

DNAتتابعلتحديد



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

Gel electrophoresisالرحلان الكهربائي الهلامي 2.

روموفينولبصبغة)المستخدمةالمرئيةالصبغةوصولحتىالكهربائيالرحلانيستمر◦

300الجزيئيالوزنذاتالزرقاء bp)(الكهربائيالرحلاننهايةدليل)الهلامةنهايةإلى.

Xyleneصبغةاستخدامالأحيانبعضفييمكنكما◦ cyanolالجزيئيالوزنذات

5000bp

ومايد،برالأثيديومصبغةبإضافةالهلامةعلىالمتوضعالنوويالحمضرؤيةيمكن◦

وهاجوميضذوعندئذDNAمعهاتتفاعلوDNAللـالأزوتيةالأسسبينتتخللالتي

UVالبنفسجيةفوقبالأشعةوتصويرهاتعينهافيسهل

Marker))الجزيئيالطولعنيعبرمؤشرإضافةمنبدلاو◦ ladderعبارةهوو

المؤشرهذايستخدمومعروفةأطوالذاتDNAقطعمنيتألفتجاريمحلولعن

للمقارنة



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

لوزالنتروسيلنقل الحموض النووية إلى غشاء من 3.

المشعةالعناصربمسابرالنوويةالأحماضتوسيمإلىالحاجةعندالطريقةهذهتستخدم◦

.المجينعلىنسخهاوعددالمورثةطوللتحديد

:النتروسيللوزمنغشاءإلىالهلامةمنDNAتثبيتونقلأجلمن◦

للحصول(HClمثلالمخففةبالمحاليلالغرفةحرارةدرجةعلىالهلامةمعاملةتتم1.

(النقلعمليةلتسهيلDNAمنكبيرةقطععلى

وDNAسلاسللفصلNaClوNaOHعلىتحتويمحاليلفيتوضعثممنو2.

doubleمضاعفةسلسلةمنالقطعهذهتحويل strandsمفردةسلسلةإلىSingle

strands

فوقوزالنتروسيللغشاءيوضعوالنقلمحلولعلىيحتويوعاءإلىالهلامةتنقل3.

.الشعريةالخاصةطريقعنالغشاءإلىDNAبالتاليينتقلوساعة12مدةالهلامة

.م◦80حرارةدرجةعلىساعتينمدةبوضعهDNAيتم4.



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

وويةالتهجين الجزيئي و التوسيم الإشعاعي للحموض الن4.

الكميةبتعقإمكانيةعلىالحفاظفي،التنسيللعملياتبرنامجأيتواجهمشكلةأهمتكمن◦

العملفيالتناقصيعنيالمادةهذهمنجزءأيفقدانلأنالمستخدمالنوويالحمضمنالقليلة

.خطوةكلبعد

جزيءبوساطة(Hybridization)توسيمهاتتضمنوالنوويةالمادةلتعقبطريقةتوجد◦

أوH3,العناصرأحدبتوسيمdNTP)الفوسفاتثلاثيالنيكليوزيديستخدمعادة ً)إشعاعيا ًنشط

P32يةعالطاقةذاتلأنهاالعناصرتلكتستخدمحيثالنيكليوزيدبنيةفيالموجودة.

لحمضاكميةتحديدلغرضإشعاعيمقياسبوساطةالإشعاعيالنشاطقياسيمكنبذلكو◦

النشطاربالمسبالجزيءهذايعرفوالتهجينتجاربضمنالعاليالإشعاعيالنشاطذوالنووي

Radioactiveإشعاعيا ً probe

المتممةةالترجمالطرفي،التوسيم:النوويةالحموضتوسيمفيالمعروفةالطرقبعضمن◦

Nick translationالبادىءاستطالةطريقعنالتوسيموPrimer extension.



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

الغسيل و التصوير الإشعاعي الذاتي للمرشحات6.

اللانوعيالتهجينإزالةوالمهجنغيرالمسبارنزعأجلمنالغسيليتم◦

علبةفيوضعتوبلاستيكيةحقيبةفيالنتروسيللوزيةالمرشحاتتوضعثم◦

.autoradiogramالذاتيةالصورةلإنتاجXأشعةفيلممعبتماس

علىاللونحةفاتعصباتتظهرحيثالذاتيالإشعاعيبالتصويرالعمليةتسمى◦

هذهالأطومقارنةيمكنوالجزيئيةأوزانهامعتتفقمواضعفيغامقةخلفية

.ثانيبئرفيكمعلماتتوضعقياسيةDNAأجزاءمعالحزم

southernتقانةمنيستفادو◦ blotقطعوالمورثاتأطواللتحديد

فيالمورثةهذهنسخعددوالأوكسجينمنقوصالنوويالريبيالحمض

.المجين

التهجين المسبق و التهجين فوق المرشحات5.

يمنعهذاووزالنتروسيللغشاءعلىالحرةالمواقعفيالمسبقالتهجينمحلوليتوضع◦

)للمسباراللانوعيالتثبيت Blocking).

خينالتسطريقعنإشعاعيا ًالمعلمللمسبارالمزدوجةDNAسلاسلتفصلثممنو◦

.الغشاءإلىتضافوم◦100حرارةبدرجة

المجاللفسحساعاتلعدةم◦85وم◦65بينتتراوححرارةبدرجةالتهجينيجرى◦

الملائمالازدواجتشكيلفي

Scintillationوميضيطيفمقياسباستخدامالتهجيندرجةتقديريمكنو◦

spectrometer

الرجتأثيرتحتساعة16مدةالتهجينفرنفيزجاجيةقارورةفيالغشاءيوضع◦

.الخفيف



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

(RNAخاصة للـ )Northern blotتقانة 

الحجممختلفةقطعإلىالأغاروزهلامةعلىالكهربائيبالرحلانRNAيفصل◦

بتبقعالعمليةهذهتدعىوMembraneخاصةنوعيةذوغشاءإلىالأغاروزمنذلكبعدالسلسلةمفردةRNAقطعتنقل◦

Northern

.p32المشعبالفوسفورالموسومةالأوكسجينمنقوصالنوويالريبيالحمضمنمسابرمعRNAيهجن◦

Northernتقانةمنيستفادو◦ blotالمورثيالتعبيروالمورثةنسخأماكنتحديدفي



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

(خاصة البروتينات)Western blotتقانة 

أوعينةفيلةالمنسللمورثةالبروتينيالناتجلفحصالمناعيةالطريقةاستخدامعلىالطريقةهذهتعتمد◦

.النوويةالحموضبمسابرالفحصطريقةعنكبديلمامستخلص

:نوعانولهاالأكريلامايدمتعددهلامةعلىالفصليتم◦

.1SDS-PAGESodium Dodecyl Sulfate - PolyAcrylamide Gel Electrophoresis

.2PAGEالأبعادثنائيDiscontinuous electrophoresis:واسعنطاقعلىمستخدمةتقنيةإنها

والشحنةالحجمحسبالبروتيناتلفصل

denaturedمفككةحالةفيالبروتيناتسلسلةعلىSDSمادةتحافظ◦ state الروابطتحويلمثل((

.الجزيئيوزنهمحسبالبروتيناتلفصليسمحبذلكوSHوSHإلىS-Sالكبريتثنائية

بالموجالكهربائيالقطبإلىونقلهاالسالبةبالشحنةالبروتيناتبشحنالمادةهذهتقومكما◦



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

(خاصة البروتينات)Western blotتقانة 

ملونةحزمشكلبالبروتيناتفتظهرالكوماسيأزرقصبغةبإضافةالهلامةعلىالمتوضعةالبروتيناترؤيةيمكن◦

Coomassie)الأزرقباللون Blue)،رقبأزالتلوينيكونعندماالفضةبنتراتالتلويناستخداميمكنكما

.فعالغيرالكوماسي

.KDaالجزيئيالطولعنيعبرمؤشرإضافةمنبدلاو◦

غشاءإلىالهلاممنelectrophoresis))البروتيناتلسحبكهربائيتيارباستخدامالبروتيناتنقليتمثم◦

Capillaryالشعريةبالخاصيةالنيتروسيليوزمنمصنوع action

hydrophobicللماءكارهةتفاعلاتبسببالغشاءعلىالبروتيناتالتصاقإن◦ interactions،إلىبالإضافة

والبروتينالغشاءبينالمشحونةالتفاعلات

Ponceauالبونسوأحمربصبغةالغشاءبصبغالغشاءإلىالبروتيننقلمنالتأكديمكن.◦ S



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

(خاصة البروتينات)Western blotتقانة 

.المناعيةالإستجابةمنجزءا ًهذايكونومابإنزيممرتبطمعدلمضادجسمإضافةطريقعنالغشاءعلىالمطلوبالبروتينوجودمنالتحققيتم◦

Bovineالبقرمصلألبومينهوالبروتينهذايكونماعادة-البروتينمنمخففمحلولفيالغشاءحضنبعد◦ Serum AlbuminبرمزالمعروفBSAالدسممسحوبحليبأو

.الخفيفالتحريكمع(مل/ميكروغرام5إلىمل/ميكروغرام0,5بينبتركيزعادة)الأوليالمضادالجسممنو20Tweenتوينمثلمنظفمنصغيرمقدارمع

المضادلجسمبايعرفوهذا،الأوليالمضادالجسمجزءنحوموجهللغشاء،آخرمضادجسمإضافةيتمملتصقة،غيرالأوليةالمضادةالأجساملإزالةالغشاءغسلمنبدلاذلكبعد◦

alkalineقلويفسفاتازمثلإنزيمإلىأوبيوتينبجزيئيةمرتبطالثانويالمضادالجسميكونماعادةوالمستهدِفةخواصهبسببوالثانوي، phosphataseبيروكسيدازأو.

.البروتينعنالكشفبتعزيزوتقومواحدأوليمضادبجسمثانويةمضادةأجسامعدةأنستلتصقثم◦

Colorimetricاللونيالكشف:التاليةالطرائقبإحدىغيابهوالبروتينوجودعنالكشفيتمو◦ detectionالكيميائيةالإضاءةوChemiluminescenceالمشعالكشفو

Radioactive detectionالفلوريالكشفو.Fluorescent detection

Westernتقانةمنيستفاد◦ blotالمتعضياتفيالبروتينتمركزوللبروتينالجزيئيالوزنتحديدفي



الأولىالمحاضرة 
تقنيات الكشف عن المجين

من هلامة الأغاروز DNAاستخلاص و تنقية قطعة  الحمض الريبي 

لتركيبالدقيقةالمعرفةإلىتهدفالتيتلكبالأخصو،DNAمنمحددتسلسلاستخلاصإلىالوراثيةالهندسةأبحاثمعظمتحتاج◦

المختلفةالجينيالتنسيللعملياتأوالحي،للكائنالوراثيةالذخيرةضمنمنهاجزءأوما،مورثة

.القطعبأنزيماتيقطعثمومنالمختلفةالحيةالكائناتخلايامنالمعنيDNAالحمضاستخلاصيتمالغرضلهذاو◦

المطلوبتعيينثممنوالقطعحجممعرفةيتسنىحتىDNAمنمحددةلكميةالأغاروزهلامةعلىالكهربائيالرحلانإجراءذلكيلي◦

.(Kbpبازبـالكيلوطولهيحدد)الشاهدالأوكسجينمنقوصالنوويالريبيالحمضمعبالمقارنةمنها

هلامةوزنيزيدلاأنيفضل)بدقةوزنهاليتمبداخلهاDNAقطعةتكونبحيثحادبمشرطالأغاروزهلامةقطعالقطعتحديدبعديتم◦

(الغرضلهذاالمعدالمحلولفيإذابتهايتمحتى300mgعنDNAعلىالمحتويةالأغاروز

.DNAترسيبيتمذلكبعدو◦



مقرر التقانات الحيوية 
(الجزء النظري)

حقليةقسم المحاصيل الالثانية، السنة 

نور علي. د

في قسم المحاصيل الحقليةمدرس 



الثانيةالمحاضرة 
Cloningالتنسيل أو الاستنساخ 

أومتطابقنوويبحمضأفرادإنتاجعمليةهوالاستنساخ◦

.اصطناعيأوطبيعيبشكلإما،تقريباًمتطابق

خلالمنالمستنسخةالكائناتمنالعديدتنتج،الطبيعةفي◦

.اللاجنسيالتكاثر

نسخإنشاءيةعملإلىالحيويةالتكنولوجيافيالاستنساخيشير◦

الحمضمنأجزاءأوالخلايامننسخأوحيةكائناتمن

.(الجزيئيالاستنساخ)النووي



الثانيةالمحاضرة 
Cloningالتنسيل أو الاستنساخ 

للكائنالوراثيةالذخيرةكامليمثلDNAأنمنالرغمعلى◦

DNAقطع)الانتروناتعلىيحتويأنالممكنمنفإنهالحي

Control)السيطرةمناطق،(المشفرغير Regions)،تتابعاتو

Repetitive)التكرار Sequences).

بعضحدوثإلىتؤديأنيمكنالمناطقأوالقطعتلكوجودإن◦

ذخيرةالكانتإذاخاصبشكلو,التنسيلعمليةفيالصعوبات

.المورثةمنمفردةنسخةعزلهوالهدفكانوكبيرةالوراثية



الثانيةالمحاضرة 
Cloningالتنسيل أو الاستنساخ 

:  cDNAبناء mRNAالتنسيل من 

.التنسيلعمليةفيالبدءقبلDNAإلىتحويلهيجبلذامباشرةRNAmتنسيليمكنلا◦

ًًالنقيmRNAيحوي◦ هذايهجنو،'3بالنهايةAمتعدداتمنمؤلفذيلعلىدائما

سلسلةلاصطناعكبادىءتعملالتيTمتعدداتتحويالصنعيةDNAمنقطعمعالطرف

DNA.

ناعاصطيحفزالذيالعكسيالنسخلأنزيمبالإضافةdNTPsمعmRNAيخلطثممنو◦

.mRNAلسلسلةالمكملةDNAسلسلة

القلويةالاماهةبوساطةmRNAإزالةيمكن◦

أنزيمباستخدامذلكومزدوجةسلسلةإلىالسلسلةالمفردcDNAتحويليتمبعدفيما◦
DNA-polymerase

رةقصيمناطقطريقعنذلكوالثانيةالسلسلةبناءضمن(OH–'3)البادىءتوليديتم◦
.السلسلةمضاعفDNAنهايةفيتتشكلالتيوالدبوسرأستشبه

S1)أنزيمبوساطةالثانيةالسلسلةبناءبعدالسلسلةمضاعفcDNAيشذب◦ nuclease)

.ملائمناقلضمنتنسيلهابعدفيمايمكننشطةمسطحةنهايةذاتجزيئةليعطي



الثانيةالمحاضرة 
Cloningالتنسيل أو الاستنساخ 

خطوات التنسيل

تصميم القطع
مهجنة منال

DNA

نقل القطعة 
المهجنة 

المحمولة داخل
ة الناقل إلى خلي

حية

اختيار 
المستعمرات 

ي البكتيرية الت
تحتوي على 
ة الناقل و القطع

المهجنة

استخلاص 
القطع المهجنة 

ستخراجلاو ا
DNAـ الكمي ل

التنسيلخطوات

الوراثيةالنواقلإحدىفي(المورثة)نسخهاالمرادالقطعةتدخل◦

علىبقدرتهاالمعروفة(غيرهاأوبلاسميد,خمائر،البكتريوفاج)

.الذاتيضاعفالت

طعةقإدخالطريقةفانالمستخدمالوراثيالناقلنوععنالنظربغض◦

DNAًًالناقلإلىنسخهاالمراد cDNAلتنسييختلفلاوواحدةتقريبا

نمأخرىقطعةأيتنسيلعنعامة،كقاعدةفاجيةأوبكتريةبنواقل

DNA.

◦ًً .لاحتياجاتاجميعتغطيةتستطيعواحدةتنسيلطريقةتوجدلابأنهعلما



الثانيةالمحاضرة 
Cloningالتنسيل أو الاستنساخ 

DNAتصميم القطع المهجنة من 1.

عبقطالإنزيمهذافيقوم(أ)إنزيممثلاًًليكنومحددقطعإنزيمDNAقطعةإلىيضاف◦

DNAيقومذيالوللناقلنفسهالإنزيميضافوبهالخاصالتسلسلحسبمحددمكانفي

ًًبقطعه التسلسلنفسفيأيضا

عالمقطً الناقلإلىالقاطعبالإنزيمقطعهابعد(DNA)نسخهاالمرادالقطعتضافثممن◦

.نسخهاالمرادDNAقطعبينوالناقلبينالنوويةالتسلسلاتفتتداخل

.(مورثة)نسخهاالمرادالقطعةبداخلهوالناقلمنمهجنةقطعةينتجو◦

البلاسميدمعDNAقطعةلربط(Ligase)الربطأووصلالإنزيميضاف◦



الثانيةالمحاضرة 
Cloningالتنسيل أو الاستنساخ 

النواقل و انواعها

نواعأهناكأنكمابلاسميداتأوفيروساتالغالبفيهيالنواقل◦

.الطبيةالمختبراتفيتستخدممصنعة

ًًالنواقلأكثرإن◦ الفاجخداماستيمكنلكنوالبلاسميدهياستخداما

هواستخدامهالمرادالناقلنوعيحددالذيوأخرناقلأيأوالياكأو

.استنساخهاالمرادالقطعةكبرالعادةفي

يستخدمينمابالفاجأوالبلاسميديستخدمالصغيرةالقطعحالةففي◦

YACأوBACمنالكبيرةالقطعحالةفيDNA



الثانيةالمحاضرة 
Cloningالتنسيل أو الاستنساخ 

.Eبكتريافيالمستخدمةالبلاسميديةالنواقل coli

هالكنوالصغيرةبالفيروساتشبيهةDNAجزيئاتعنعبارةهيالبلاسميدات◦

.البروتينمنغلافعلىتحتويلا

تكونوحلقية،السلسلة،مضاعفة،DNAمنجزيئاتمنالبلاسميداتتتكون◦

ًً ًًوالخليةصبغيمعبالمقارنةصغيرةنسبيا إضافيبغيصحالةفيموجودةغالبا

Extrachomosomal.

الصبغياتبقيةعنبمعزلوالذاتيضاعفالتعلىبقدرتهاالبلاسميداتتتميز◦

سلتسلوهي)الذاتيضاعفالتوحدةعلىلاحتوائهاذلكوالخليةفيالموجودة

.(البلاسميدضمنموجودةو100pb-50منمؤلفDNAمننوعي



الثانيةالمحاضرة 
Cloningالتنسيل أو الاستنساخ 

.Eبكتريافيالمستخدمةالبلاسميديةالنواقل coli

هيوميدالبلاسعلىتكونقدالتيالمورثاتمنكثيرفهناكذلكإلىبالإضافة◦

خاصةرثةموالبلاسميدعلىيوجدفمثلاًًالمورثات،نسخعمليةفيللعلماءمفيدة

وسلينالبنوالتتراسيكلينوكالأمبيسيلينAntibioticsالحيويةالمضاداتتكافح

.(الكلوروموفينيوكولوالكاناميسين

تيرياالبكعلىالتعرففيالحيويةالمضاداتمنالحاميةالمورثاتهذهتساعد◦

.لهاعزواستنساخهانودالذيالمورثةيحملالذيالبلاسميدعلىتحتويالتي

ًًالبلاسميداتتمتلككما◦ زيماتإنوجودأماكن)المتعددةالتنسيلمنطقةأيضا

الغريبDNAإدخالالمنطقةهذهفييتمو(القطع

.احدوآنفيالخميرةوالبكتيرياداخلالتكاثرتستطيعبلاسميداتيوجد◦



الثانيةالمحاضرة 
Cloningالتنسيل أو الاستنساخ 

.Eبكتريافيالمستخدمةالبلاسميديةالنواقل coli

:الاستخدامشائعةالبلاسميداتمنو◦

يويةالحللمضاداتةمقاوممورثاتوالمنخفض،الجزيئيالوزنمثلالجيد،الناقلسماتيمتلك)pAT153وpBR322بلاسميدال1.

,Tcrالتتراسيكلينوالأمبيسيلينمثل Apr,القطعأحاديةمواقععدةإلىبالإضافة)

لإنزيممفردةقطعمواقععدةعلىتحتويمنطقةالبلاسميداتهذهتمتلكحيث)pUCالبلاسميديةالعائلةبلاسميداتسلسلة2.

(DNAقطعلإدخالالقابلللموقعالاختيارإمكانيةبسببمفيدةتكونالتيوDNAللـقصيرامتدادضمنالأندونيوكلياز

ًًتمتلكفهي,المفيدةالخواصمنبالعديدالبلاسميديةالنواقلامتلاكمنالرغمعلى◦ هولسلبياتاهذهأهمأحدوالسلبيات،منعددأيضا

علىبشدةتؤثرالتيوالأكثرعلىDNAمن5kbمدىبأقصىتكونالتيو،البلاسميداتإلىإدخالهايمكنالتيDNAقطعةحجم

.التنسيلفعالية

قطعلاستقبالليةالقابلهالنواقلالعملمنالنوعهذامثليحتاجوتنسيلهايمكنالتيالقطعحجمزيادةالمهممنفأنهالتطبيقاتبعضفي◦

BacteriophageلميداالبكتيريالفاجمنهاوDNAمنأكبر lambda



الثانيةالمحاضرة 
Cloningالتنسيل أو الاستنساخ 

البكتيريةالفاجات

.رياالبكتيعلى(تضاعفها)توالدهافيتعتمدوالبكتيرياآكلاتفيروساتببساطةهي◦

ًًالفاجاتصنفت◦ :رئيسيةمجموعاتثلاثضمنتركيبيا

.Tailless(مذنبةغير):الذنبعديمة-

Head)المذنبة- and tail):الرأسيوجدبحيث(علىالحاويDNAالفيروسي)الذنبمع

.Eالمضيفةالخلايالإصابةيستخدم) coli).

Filamentousخيطية-

ًًأكثرهيالبكتيريةالفاجاتأساسعلىبنيتالتيالنواقلأنمنبالرغم◦ النواقلنمتخصصا

قطعلكحاملةتعملأنهاأي,الجوهريةالناحيةمنالوظيفةفيمعهامتشابهةأنهاإلا,البلاسميدية

-λ)البكتيريةالفاجاتمننوعانواسعبشكلطورقدوDNAجزيئات M13)(أوفاجلمبيدا

Lambda phage)التنسيلغرا لأ.

M13 Phage



الثانيةالمحاضرة 
Cloningالتنسيل أو الاستنساخ 

البكتيريةالفاجات

:الآتيةللأسبابالبلاسميداتمنأفضلالفاجاتتعد◦

.البلاسميداتمنأكبربفعاليةالخلاياإصابةالفاجاتتستطيع1.

.أعلىيكونعادةًًالمستعمراتظهورمعدل2.

.الوراثيةالمكتباتبناءفيتستخدملأنهاδالفاجفعاليةتعود3.

رتلقد المثالسبيلفعلىDNAمنكميةأكبرحملتستطيعلكيالنواقلهذهحو 

ونتكبذلكوالبلاسميدمعليمبدافاجمنجزءتهجينعنعبارةCosmidsالكوسميد

الطولفي(kb)كيلوباز47يقربلماDNAقطعلتنسيلملائمة

ori  :منطقة التضاعف الذاتي .
ampR : مورثة تكافح المضاد الحيوي.
COS : مورثةةةةةβ_galactosidase   و التةةةةي تلمةةةة  لةةةةن

.الإن يم بيتا غالاكتوزيداز
MCS:منطقة إن يمات القطع.



الثانيةالمحاضرة 
Cloningالتنسيل أو الاستنساخ 

Artificialالصنعيةالصبغيةالنواقل Chromosomes

YAC(Yeastالصنعيالخميرةصبغي1. Artificial Chromosomes/)

هوو(500kb)كيلوباز500منأكبرDNAمنكبيرةقطعةنقلالناقلهذايستطيع◦

:علىتحتويومترابطةDNAمنقطعةعنعبارة

(2Telomeres)الصبغيطرفي◦

(Centromere)للصبغيالمركزيالجزيءو◦

Autonomous)الذاتيللتضاعفمركزو◦ replicating sequence ARS).

وراثيةمكتبةلإنتاجوDNAمنجداًًكبيرةقطعتنسيلأجلمناستخدامهيمكنو◦

.ماحيلكائن



الثانيةالمحاضرة 
Cloningالتنسيل أو الاستنساخ 

Artificialالصنعيةالصبغيةالنواقل Chromosomes

صبغي البكتريا الصنعي2.

BAC (Bacterial Artificial Chromosomes)  

كيلوباز150حتىحملالناقلهذايستطيع◦

.Eابكتيريتكاثربعاملالمعروفللبلاسميدتحويرعنعبارةهو)◦ coli

(Fertility plasmid-factor)



الثانيةالمحاضرة 
Cloningالتنسيل أو الاستنساخ 

ةنقل القطعة المهجنة المحمولة داخل الناقل إلى خلية حي2.

Prokaryoticالمضيفةالنوىبدائياتخلايا1. hosts

ًًروفةمعومتنوعةسلالاتوتتضمنالتكاثرعلىالعاليةالقابليةلهاوالاستخدامسهلةخلايا◦ ووراثيا

.النواقلاستقبالفيإمكانيتهامدىكذلك

.Eخلاياخاصةوالبكتيريةالخلاياتستخدم◦ coliالنواةمميزةغيرخلاياهيوProkaryotic

Cellsالوراثيةذخيرتهاحجم،(الكروموسوم)الصبغيمفردةوغرام،سالبة(106x4) bp.

.(القولون)الثديياتوالإنسانأمعاءفيالبكترياهذهتعيش◦

منجزيئاتو(للبكترياالرئيسيDNAيمثل)وحيدحلقيصبغيبوجودالبكترياسيتوبلازمايتميز◦

DNAمستقلوراثيعنصرالبلاسميداتتدعىالحجمصغيرةحلقيPlasmides(بلاسميدكل

(مورثة100حوالييضم

.Eلاستخدامالرئيسيةالمعوقاتمن◦ coliهاينقصالتيالنوىبدائياتمنكونهاالتنسيلعمليةفي

خلايايفوظيفتهاأداءيمكنهالاقدالنوىلحقيقياتمحددةمورثاتأنذلكيعنيوالنوويالغشاء

E. coli.الوظيفةالكاملنالبروتيإنتاجتستطيعالنوىبدائيةالخليةبأنالتأكدالسهلمنيكونلافقد.



الثانيةالمحاضرة 
Cloningالتنسيل أو الاستنساخ 

أنواع الخلايا المضيفة

ةنقل القطعة المهجنة المحمولة داخل الناقل إلى خلية حي2.

Eukaryoticالمضيفةالنوىحقيقياتخلايا2. cell hosts

Saccharomycesخمائرتعد◦ cerevisiaeالمجهريةالنوىحقيقيةالكائناتأفضلمن

ًً .الوراثيةالهندسةفياستخداما

البيرةصناعةوالخبزإنتاجفيعديدةلقرونالحيةالكائناتهذهاستخدمتلقد◦

ًً(x1.35-107)علىالوراثيةذخيرتهاتحتوي◦ بماتزيدلذلكوDNAقواعدأزواجمنزوجا

.Eلبكتيرياالوراثيةالذخيرةعننصفوأضعافثلاثةمنيقرب coli

Aspergillusمثلالتنسيلعملياتفيأخرىفطرياتتستخدمكما◦ nidulansو

Neurospora crassa



الثانيةالمحاضرة 
Cloningالتنسيل أو الاستنساخ 

ة المهجنةاختيار المستعمرات البكتيرية التي تحتوي على الناقل و القطع3.

كثيرةًًأعدادًًداخلهابالبلاسميدتكاثروالبكتيريةالخلاياتكاثرمعلديناينتج◦

.المهجنالبلاسميدبهاوالبكتيريةالمستعمراتمن

البكتريابعض،البكتريافيهزرعتالذيالطبقداخلفييكونقدلكنو◦

المهجنالبلاسميدعلىتحتويلاالتي

مةمقاومورثاتتحملنواقلاستعمالطريقعنعليهاالتعرفيمكنو◦

أوينمبيسيلالاالحيويللمضادالمقاومةمورثةكالالحيوية،للمضادات

سوفهووالنمووسطإلىالحيويالمضاديضاففغيرها،ولينكلتتراسيا

أخرىبكتيريةخليةأيتكاثريمنع



الثانيةالمحاضرة 
Cloningالتنسيل أو الاستنساخ 

DNAلـلالكميستخراجلااوالمهجنةالقطعاستخلاص4.

للمحافظةجديدطبقإلىنقلهايمكنفإنهالمهجنالبلاسميدعلىتحتويالتيالمستعمراتنميزأنبعد◦

.التكاثروعليها

مكتبةاجإنتمثلاًً)عليهاالتجاربأوالبحوثمنبالمزيدالقيامفيالمنسوخةDNAقطعمنيستفادو◦

DNAللقطعةالنوويالتسلسلاستنتاجمحاولةأو).

IPTGبوضعذلكوالمهجنDNAقطعتحملالتيالبكترياعنالكشفيمكنو◦

(ISO-propylthiogalactoside)(المورثةلنسخمصدرLacZ)وX gal

(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside)النمووسطفي.

يدخللمالمهجنDNAهذاأنعلىدليلهووأزرقبلونالبكترياتلونعلىالموادهذهتعملحيث◦

إليهاالمهجنDNAدخولعلىدليلفهوأبيضبلونالبكترياتلونتإذاأما,البكترياضمن



مقرر التقانات الحيوية 
(الجزء النظري)

حقليةالسنة الرابعة، قسم المحاصيل ال

نور علي. د

مدرس في قسم المحاصيل الحقلية



الثالثةالمحاضرة 
التوسيم الإشعاعي و قراءة التتابعات

الكميةعقبتإمكانيةعلىالحفاظفيالتنسيللعملياتبرنامجأيتواجهمشكلةأهمتكمن◦

فيالتناقضيعنيالمادةهذهنجزءأيفقدانلانالمستخدمالنوويالحمضمنالقليلة

.خطوةكلبعدالعمل

عادة)ا ًإشعاعتشطجزيءبواسطةتوسيمهاتتضمنالنوويةالمادةلتعقبطريقةتوجد◦

dNTP)طريقعنH3أوP32(العاليةالطاقةذو)أوC14.

(α,β,γ)المواقعفيالمشعةالعناصرتضافانيمكن◦

اسًبالتاليًيمكنًقياسًالنشاطًالإشعاعيًبواسطةًمقي◦

طًإشعاعيًلغرضًتحديدًكميةًالحمضًالنوويًذوًالنشا

الإشعاعيًالعاليًضمنًتجاربًالتهجينًوًيعرفًهذاً

 ً  Radio activeالجزيءًبالمسبارًالنشطًإشعاعيا

probe

:من الطرق المعروفة في توسيم الأحماض النووية◦

التوسيم الطرفي1.

Nick translationالترجمة المتممة 2.

 Primerالتوسيم عن طريق استطالة البادئ 3.

extension



الثالثةالمحاضرة 
التوسيم الإشعاعي: اولا 

 End labelingالتوسيم الطرفي

 Polynucleotideيستخدم في هذه التقانة إنزيم ◦

kinase  من أجل نقل مجموعة فوسفاتية نهائية فيATP

.لجزيء النووي’5إلى النهاية 

تج المانح موسوم بعنصر مشع بالتالي ين ATPفإذا كان الـ ◦

نهاية حمض نووي موسوم نسبياً بالنشاط الإشعاعي أي أن ال

 ً لكل جزيء ستكون فقط نشطة إشعاعيا



Nick translationالترجمة المتممة 

الإنزيم يمكن التحقق في هذه الطريقة بالاعتماد على قابلية◦

DNA polymerase Iائية تشكيل رابطة فوسفاتية ثن

.DNAالاستر في الحلزون المضاعف للـ 

ض من يمكن أن يحث هذا المتمم طبيعياً بوجود تركيز منخف◦

.في مزيج التفاعلDNaseانزيم النيكليوز 

تفاعل تبديل DNA polymerase Iيتوسط إنزيم ◦

فإذا DNAفي سلسلة الـ dNTPsالسلسلة و الذي يدمج 

اطاً كان واحد من النيكليوتيدات الأربعة المندمجة تملك نش

عالي DNAإشعاعياً فالنتيجة عي الحصول على جزيء 

التوسيم

الثالثةالمحاضرة 
التوسيم الإشعاعي: اولا 



الثالثةالمحاضرة 
التوسيم الإشعاعي: اولا 

Primer extensionالتوسيم عن طريق استطالة البادئ 

أو البادئات (دمتعدد نيكليوتي) يستخدم في هذه الطريقة اوليغونيكليوتيد ◦
لة الحمض مكون من ستة نيكليوتيدات منقوصة الأكسجين لبدء بناء سلس

.DNA polymeraseبواسطة إنزيم الـ DNAالنووي الـ 

المضاعفة إلى سلسلة مفردة DNAيتم أولاً تحويل سلسلة الـ 1.
بالتسخين

سلسلة المفردةيتم إضافة لبادئات إلى وسط التفاعل لتندمج و تلتصق بال2.

المستخلصة من Klenow fragmentثم تضاف قطعة كلينو 3.
E.coliة ، حيث يتم البدء ببناء نسخة من القالب بادئة من مجموع

للتتابع السابق’3الهيدروكسيل على النهاية 

DNAالموسومة و بالتالي يتم إنتاج جزيء dNTPsيتم إضافة الـ 4.
عالي النشاط الإشعاعي



الثالثةالمحاضرة 
ا  قراءة التتابعات: ثانيا

هومامعرفةفيتسمحلأنهاوذلكالجزيئيالأحياءعلمفيمركزيا ًمكانا DNAًالـالنوويللحمضالنيكليوتيداتتتابعتحديدعلىالقدرةتحتل

.الوراثيةالمعلوماتتركيبفيجوهري

.واسعطاقنعلىوالمختبراتفيمستخدمةالتقانةهذهأصبحتبحيثالسبعينيات،نهايةفيالتتابعلتحايلالسريعةالطرقطورتلقدو

:هماو،DNAالـالنوويالحمضفيالنيوكليوتيداتتتابعتحديدفيأساسيتانطريقتانتوجد

جلبرتولترومكسامآلنالعالمانقبلمنكورتالتيالكيميائيةالطريقة1.

.كولسونآلنوسنجرفريدالعالمانقبلمنطورتالتيالإنزيميةالطريقة2.

.مرغوبوواسعبشكلالكيميائيةمحلالإنزيميةالطريقةحلتلقد



الثالثةالمحاضرة 
ا  قراءة التتابعات: ثانيا

(Maxam-Gilbert)جلبرت الكيميائية –طريقة مكسام : أولا 

معروفة و معلومة التركيبDNAيتطلب العمل قطعة من الـ 1.

.لكل سلسلة’5في نهاية P32توسم القطعة بمادة مشعة 2.

موسومة عملية عزل و تنقية للسلاسل المحورة لإنتاج عشيرة من السلاسل ال3.

.لتستخدم لاحقاً لتحديد التتابع

لتزال DNAـ يتم تحديد التتابع و ذلك بالتحوير الكيميائي لقواعد سلسلة ال4.

ة،  و من لاحقاً بمعدل قاعدة واحدة لكل جزيء باستخدام مواد كيميائية مختلف

ريدين ثم  تحطم الرابطة الفوسفاتية ثنائية الاستر باستخدام مادة الباب

Piperidine

عة من بالنهاية سوف تعطي عدد كبير من الجزيئات لتنتج فيما بعد مجمو5.

’5القطع مختلفة الأطوال بنيكليوتيد واخد معلم في النهاية 



الثالثةالمحاضرة 
ا  قراءة التتابعات: ثانيا

ا  (Sanger-Coulson)طريقة سنجر و كولسون الإنزيمية : ثانيا

هالمكونالخطوات الأساسية للكشف عن تتابع الجزيئات ◦
:للمادة الوراثية بطريقة سنجر و كولسون

(سلسلة مفردة) القالب DNAإضافة قطعة الـ 1.

OH-’3إضافة البادئ ذي نهاية حرة من نوع 2.

ً dNTPsإضافة 3. معلمة إشعاعيا

Klenow fragmentإضافة إنزيم البلمرة من نوع 4.

قسم الخليط إلى أربعة انابيب متساوية بالحجم5.

.حيث يضاف نوع واحد لكل أنبوبddNPTsإضافة الـ 6.

Dideoxy)ديوكسيديطريقعنالتسلسلتعرفأيضاأنهاكما◦ sequencing)

الديوكسمنجزيئاتمنمبنىالأساسفيDNAشريطأنمفهومعلىالطريقةهذهترتكزو◦

deoxynucleotides)نيوكليوتيد (dNTPs السكرحلقةمنالثالثةالنقطةعلىيوجدو(

فيترتبطالتيهيالنقطةهذهو(OH-)هيدروكسيلمجموعةأيمؤكسدةمجموعةالريبوزي

.DNAمنطويلشريطلتكوّنالترابطيتمهكذاويليهاالذيالجزيءمنالثالثةالنقطة

H)إلى(OH)منالجزيءفبدّلالخاصيةهذهمنبالستفادةستنجر.دقاملقدو◦ طريقعن(

dNTPs)نيوكليوتيدديوكسيمنبدل(ddNTPs)نيوكليوتيدديوكسيديإضافة هذاو(

.يةالنووالأحماضمنواحدنوعجزيءكلطرففييكونوالجزيئاتترابطتوقفالىيؤدي



الثالثةالمحاضرة 
ا  قراءة التتابعات: ثانيا

ا  (Sanger-Coulson)طريقة سنجر و كولسون الإنزيمية : ثانيا

تيداتًالجديدةًفيًوبذلكًسيبدأًتخليقًشريطًجديدًأمامًكلًشريطًقديمًوسيتوالىًترتيبًالنيوكليو7.

فيًبناءddNTPsًبناءًالأشرطةًالجديدةًولكنًعمليةًبناءًأيًشريطًستتوقفًإذاًأخذًجزئً

دةًستكونًذاًالاحتمالًالأخيرًيتمًعشوائياًويؤدىًذلكًإلىًأنًالقطعًالجديهالشريطًالجديدًوحدوثً

.’3فيًالطرقddNTPsًمشعةًومتفاوتةًفيًأطوالهاًولكنًكلًمنهاًينتهىًبالـً

الجديدةًالمختلفةDNAًوبعدًانتهاءًالتفاعلًفيًالانابيبًالاربعةًسنحصلًعلىًخليطًمنًالـً◦

علىًنفسًالنوكليوتيدًفيًالطرفً  ً حيثً’3فًفيًالطرفًلولكنًتخت ’5الاطوالًالتيًتحتويًجميعا

وهكذاddTTPوقسمًاخرًبً ddATPقسمًمنهاًينتهيًبً

تتمًعمليةًالرحلانًالكهربائيًوًالفصلًعلىًهلامةًالبولي8ً.  ً أكريلاميدلاحقا

.Autoradiographyيًللامًبطريقةًالاشعاعيًالاهثمًيتمًتصويرًال9.



الثالثةالمحاضرة 
ا  قراءة التتابعات: ثانيا

ا  (Sanger-Coulson)طريقة سنجر و كولسون الإنزيمية : ثانيا

تمًاولاًتحديدًتتسمًقراءةًالهلامًاوًصورةًالهلامًلتحديدًتتابعًالنيوكليوتيداتًبسهولةًحيثًي10.

مخلقةًفيًالخليط،ًوهذاًيعنيDNAًالحزمةًالمهاجرةًلأطولًمسافةًوهيًتمثلًاصغرًقطعةً

انًنموًهذهًالقطعةًقدًتوقفًعندًالنيكلوتيدًالاولًللقالب

الذي Cاذاًاخدناًالشكلًالتاليًكمثالًعلىًهذهًالحالةًنلاحظًانًاصغرًحزمةًتقعًفيًالمجالً◦

 CمماًيعنيًانًالنيكلوتيدًالاولًفيًالخيطًالجديدًهوًمنًنوعddCTPًيحتويًعلىً◦

ذيًالخطوةًالثانيةًهيًتحديدًموقعًالحزمةًالمهاجرةًبمسافةًاقلًمنًالاولىًوتعيينًالمجالًال◦

ظًمنًكماًيلاح. تحركتًفيهًوالتيًتكونًاطولًمنًالحزمةًالاولىًبمقدارًنيكلوتيدًواحدًفقط

لجديدًايضاًمماًيشيرًالىًانًالنيكلوتيدًالثانيًفيًالخيطًا Tالشكلًموقعًهذهًالحزمةًفيًالمجالً

 Tهوًمنًالنوعً

وبهذاddATPًالذيًيحتويًعلى Aاماًالحزمةًالثالثةًمنًناحيةًمسافةًالهجرةًفتقعًفيًالمجالً◦

وهكذاًتستمرًالقراءةًلتحديدًمواقعًالحزمًومجالًحركتهاً Aسيكونًالنيكلوتيدًالثالثًمنًنوعً

.لمعرفةًتتابعًالنيوكليوتيداتًبالكامل




