
Recombinant DNA technologyالمؤشب DNAتقانة 

المادةبجمعمخبريةبطريقةDNAمنمعينتسلسلتحضرهي•

geneticمختلفةبيولوجيةمصادرمنالجينية material from

multiple sourcesفيطبيعيا ًموجودغيرجديدبشكل

.الحيةالمتعضيات

DNAجزيئاتلأنالمبدأحيثمنالمؤشبDNAانجازممكن•

يمكنالتاليوبالكيميائيةبالبنيةتتشاركالحيةالكائناتجميعفي

.معا ًجمعها

وهيالجزيئيةالأدواتلتوفرالمؤشبDNAتحضيرممكنعمليا ً•

.(رئيسبشكلوالوصلالقطع)الأنزيمات



DNA المؤشبDNA Recombinant 

منًمصدرينDNAًقطعًجزيئينًمنً

حدًمختلفينًبوساطةًأنزيمًتقييدًوا

قطعًمتتامةًبحوافًلزجة

ربطًالقطعًبوساطةًأنزيمًربط

المبدأًالعام



Recombinant DNA technologyالمؤشبDNAًتقانةً
.Genetic engineeringالهندسةًالجينيةًتقاناتوهيًأحدًأهمً

إذاMolecular cloningًالتنسيلًًالجزيئيًيطلقًعلىًهذهًالتقانةً

التنسيلًالجينيًضمنًحاملًأوDNAًتضمنتًإدخالًشدفًمنً

Gene cloningإذاًتضمنتًإدخالًجينًضمنًحامل  .

بلاسميدًأوًحامل

جين

التنسيلًالجينيً



Molecular cloning
Genetic engineeringأحدًأهمًتقاناتًالهندسةًالجينيةً

:المبدأًالعامً

والتيInsertالمدخلهيDNAمنشدفةبربطعامبشكلً التنسيلينجز

cDNAعنعبارةأوPCRتفاعلعنناتجةشدفةأوتقييدشدفةإماتكون

تتصفجينيةمادة)VehicleالناقلأوVectorلحاملباالسلسلة،مزدوج

أصلتحويأي،Autoreplicationالذاتيالتضاعفعلىبقدرتها

أنزيمبوساطةLigationالربطيتم.(Origin of replicationتضاعف

المأشوبالحاملالمسمىالناتجالجزيءيِدخل.Ligaseربط

Recombinant VectorمضيفةخليةضمنHostفيأوغالبا ًبكتيرية

التحويرتسمىبعمليةالأحيانبعضفيالنوىحقيقيةخلايا

Transformation.



نيالجيالعاملفيقوممغذً وسطً فيالخلاياهذهبعدهاتزرع

أصلبفضلالخليةهذهضمنبالتكاثرجهةمنالمأشوب

ربالتكاثالخليةتقومأخرىجهةومن،بهالخاصالتضاعف

المأشوبالحاملمعهامكاثرة ًالمغذيالوسطعلىبدورها

.مستعمراتومشكلة ً

منثيركفينستطيعانتقاءجيناتمنالحواملتحويهماوبفضل

الحاملتحويالتيالمحورةالمستعمراتغربلةالأحيان

 Recombinantالمأشوبةالمستعمراتأي،المأشوب

Coloniesالحاملتحويالتيالمستعمراتعنوتمييزها

.الفارغ



لسلالتسعنتنسيلهاالمرادالشدفةتقطع

الوالمثتقييدأنزيمبوساطةبهاالمحيط
هذهتعرف،BamHIالأنزيمالمستخدم

لفتحزيمالأننفسيستعمل.بالمُدخلالشدفة

أنماطأحدوالمثالالحاملالجزيء

تسلالاإحدىمنالمستخرجالبلاسميدات

لمدخلةاالشدفةمنكلربطيتم.البكتيريا
،Ligaseربطأنزيمبوساطةوالحامل

مأشوببلاسميدعلىفنحصل
Recombinant Plasmidفيإدخالهيتم

بالتحويرتعرفبعمليةجرثوميةخلايا
Transformation.الخلايابعدهاتزرع

تحويأطباقعلىالمحورةالجرثومية

كلوييحمستعمراتفتشكلمغذيا ًوسطا ً

نفساقلهتحويخلية106حواليمنها

.المحورةالبلاسميداتمنالعدد



بعضًتطبيقاتًالتنسيلًالجزيئي
.Genomic librariesالجينومية( البنوك)تحضيرًالمكتباتً.1

(.الجينية)cDNA(  بنوك)تحضيرًمكتباتً.2

.DNAتكثيرًشدفةًمعينةًمنً.3

(.الانتساخًفيًالزجاج)جينًماًفيًالزجاجًرسيلتحضيرً.4

.لجينًماPromoterدراسةًتسلسلًالمحضضً.5

بهدفAntisenseًمضادًالمعنىRNAًانتساخًمسبارًمنً.6
.Hybridizationاستخدامهًفيًتجاربًالتهجينً

الخلاياًالتحويرًالجينيًللعديدًمنًالكائناتًالحيةًالبكتيريةًأو.7
.  ينيا ًحقيقيةًالنوىًالمزروعةًأوًإنتاجًنباتاتًأوًحيواناتًمحورةًج

.المعالجةًالجينية.8

.مؤشبتحضيرًبروتينً.9



الحوامل المستخدمة في التنسيل

.تتنوعًالحواملًالمستخدمةًبتنوعًالتطبيق•

للشدفالأعظميةيوضحًالجدولًالتاليًأهمًالحواملًوالأطوالً•

.التيًيمكنًأنًيستوعبهاًالحامل

Vector type Insert size (kb)

Plasmids up to 15

Phage lambda (λ) up to 25

Cosmids up to 45

Bacterial artificial chromosomes (BACs) 120 to 300

Yeast artificial chromosomes (YACs) 250 to 2000



تتنوعًالحواملًالمستخدمةًبتنوعًالهدفًمنًالتنسيلًوبالرغمًمن
.تنوعهاًيجبًأنًتتمتعًبمجموعةًمنًالخصائص

:الخصائصًالتيًيجبًأنًيتمتعًبهاًالحامل

أنًيكونًحجمهًأصغرًماًيمكنًكيًيتمكنًمنًحملًأطولًتسلسلً.1
.المطلوبًتنسيلهDNAممكنًمنً

منًحيثًالعزلًوالتنقية.2 .أنًيكونًالتعاملًمعهًسهلاً 

.أنًلاًيؤثرًوجودهًفيًالخليةًالمضيفةًعلىًحياتها.3

DNAأنًيتضاعفًضمنًالخليةًالمضيفةًبشكلًمستقلًعنً.4
.بهالجينوميًللخليةًأيًيجبًأنًيحويًأصلًتضاعفًخاصً

تحويهًالتيالنسائلأنًيحتويًعلىًخصائصًنوعيةًتسمحًبانتقاءً.5
يناتًاحتوائهًجبسهولة،ًويكتسبًالحاملًخصائصهًالنوعيةًمنًخلالً

.مقاومةًللصاداتًالحيوية

مراتًأنًيحويًعلىًخصائصًانتقاءًتسمحًبالتمييزًبينًالمستع.6
.المؤشبالحاويةًعلىًالبلاسميدًالفارغًوتلكًالحاويةًعلىًالبلاسميد

تمالًلتزيدًاحمواقعًالتنسيلًالمفردةأنًيحويًأكبرًعددًممكنًمنً.7
.  إدخالًالشدف



ييدتقمواقعتحويتسلسلاتعنعبارةهيالتنسيلمواقع•

.فقطواحدةمرةالحاملبقطعتسمح(وحيدة)مفردة

يمكنيالتالتقييدمواقعمنقليلعددتحويالطبيعيةالحوامل•

.(تنسيلمواقع)التنسيلفياستعمالها

دستهاهنتمطبيعيةحواملوهيحديثا ًالمتوفرةالحواملأغلب•

التنسيلمواقعأوPolylikerيسمىماعلىتحويجينيا ً

عنعبارةوهو MCS Multiple Cloning Sitesالمتعدد

الجينية،الهندسةبطرائقحُضّر،DNAمنصنعيتسلسل

بعضعضهاببجوارالمفردةالتقييدمواقعمنكبيرا ًعددا ًيحوي

.التنسيلعمليةتسهيلوظيفته



Polyliker: MCS

واقعم)التنسيلفياستعمالهايمكنالتيالتقييدمواقعمنقليلعددتحويالطبيعيةالحوامل

.(تنسيل



الخلايا المضيفة

:أهمًأنماطًالخلاياًالمضيفةً

Bacillus subtilisوEscherichia coli: بشكلًخاصالبكتيريا•

.Saccharomyces cerevisiaeخاصةًالنوعYeastًالخميرة•

لخلاياًا: بشكلًخاص،ً(خلاياًالثدييات)الخلاياًالحيوانيةًالمزروعةً•

(CHO)Chinese hamster ovary cellsًًوالخلايا،HEK 293

Human Embryonic Kidney 293 cells.



الخصائص التي يجب أن تتمتع بها الخلايا المضيفة

:السلالاتًالبكتيريةًالمستخدمة

.أنًتكونًالسلالاتًغيرًممرضة-

ميدًطبيعيةًكيًلاًتشوبًالبلاسبلاسميداتأنًلاًتحويًعلىً-

.عندًتنقيتهالمأشوب

لحواملًأنًلاًتملكًأيًنمطًمنًأنزيماتًالتقييدًلتفاديًتخريبًا-

.  المدخلةًضمنها

:فيماًيخصًخلاياًالثديياتًالمزروعة

أنًلاًتحويًالسلالاتًالمستخدمةًعلىًأنزيماتًمنًنمطً-
 DNAبينًيمكنًأنًيحدثتأشيبلتفاديًأيًتفاعلًالريكومبيناز

.الخلية DNAو Insertالمُدخلً



فقط،ًوبالمأشفيًحالًكونًالهدفًمنًالتنسيلًهوًتكثيرًالبلاسميدً•

دامًكماًهيًالحالًفيًمعظمًاستخداماتًالتنسيل،ًنلجأًإلىًاستخ

.  نهاضمالمأشوبسلالةًغيرًممرضةًمنًالبكتيرياًلإدخالًالحاملً

ماًيستخدمًهذاًالنوعًمنًالخلاياًالمضيفةًللحواملً•  ً مأشوبةالغالبا

لسهولةًالتعاملًمعهاًولعدمًحاجتهاًإلىًأوساطًزرعًمعقدةًوذلكً

. ولقدرتهاًعلىًالتكاثرًالسريع

ذلكًعندًوكماًيمكنًاستخدامًخلاياًالخميرةًكخلاياًمضيفةً•

وفيًبعضًالتجاربًيمكنًاستخدامًخلاياYACًاستخدامًحواملً

يلًالثديياتًالمزروعةًوذلكًفيًحالًكونًالهدفًمنًعمليةًالتنس

يًالنوىًهوًإنتاجًبروتينًفعالًحيثًنستخدمًعندهاًخطًخلويًحقيق

ًمنًخلاياًالقوارض ماًيكونًبشريًأوًمحضرًابتداء   ً .غالبا



مأشوبةحواملتحضيرهوالتنسيلمنالهدفيكونعندما•

نيا ًجيمحورة(نباتاتأو)حيواناتعلىالحصولفيلاستخدامها
(مثلا Knock Outًفئران)

الجذعيةالجنينيةأوالملقحةالبيوضالخلاياعندهانستخدم
Embryonic Stem Cells (ES)بالحيواناتيتعلقفيما.

.بالنباتاتيتعلقفيماالمزوعةالجذعيةوالخلايا

المحورةالخلايابعدهاتزرعالأحوالجميعوفي•
Transformed cellsالجينيالعاملفيقوممغذً وسطً في

أصلبفضلالخلاياهذهضمنبالتكاثرجهةمنالمأشوب

متكاثرةالخلاياتنقسمأخرىجهةومنبهالخاصالتضاعف

المأشوبالحاملمعهاومكاثرةالمغذيالوسطعلىبدورها
.مستعمراتومشكلة ً



Transformationالتحوير 

عاريًالخلاياDNAًوهيًآليةًتحدثًبالطبيعةًعندماًيدخلً

المدخلًأنًيغيرDNAًعندهاًيمكنًلـ. منًالوسطًالمحيط  الجرثومية

.نًجيناتصفاتًالخلاياًالبكتيريةًالتيًدخلًإليها،ًبحسبًماًيحملهًم

فيًالبكترياًالطبيع يةًلذلكًبماًأنًكفاءةًهذهًالآليةًمنخفضةًجداً 

ستقبالًتحضرًالبكترياًبطريقةًخاصةًبحيثًتزدادًكفاءتهاًعلىًا

.البلاسميد

ستقبالًلاالمهيئةفنحصلًنتيجةًالتحضيرًعلىًماًيعرفًبالخلاياً
. competent cellsالبلاسميدً

إض عافهًيؤديًالتحضيرًإلىًإزالةًالجدارًالخلويًللخليةًأوًأحياناً 

.اءةًعاليةفقطًمماًيسمحًلهذهًالبكتيرياًباستقبالًالبلاسميدًبكف



Transformation

باستخدامًجهازًخاصًيعتمدًعلىً. Electroporationالتثقيبًالكهربائيً•
ثقوبًتعريضًالخلاياًلصدمةًكهربائيةًمدروسةًالشدةًوالزمنًمماًيؤديًإلىًفتح

.  لحظيةًفيًجدرانهاًتسمحًبدخولًالحاملًالمؤشب

الثدييات+ الخميرية+البكتيريا

.البكتيريا.  الصدمةًالحرارية•

.خلاياًالثدييات. الستوبلاسميموادًتندمجًمعًالغشاءً•

بهدفًإنتاجالبيضيةللمادةًالجينيةًضمنًالخلاياًالمجهريالحقنً• حيواناتًمثلاً 
.محورةًجينيا ً

.المدفعًالجينيًفيماًيتعلقًبالنباتات•

ابةًللمادةًالجينيةًبالاعتمادًعلىًقدرتهاًعلىًإصكنواقلاستخدامًالفيروساتً•
.الخلايا



:أهم طرائق تحوير الخلايا البكتيرية

(:الصدمةًالكهربائية)Electroporationالتثقيبًالكهربائيً

ًمنًالخلاياًالبكتيريةًوحقيقيةًا ًيستخدمًلتحويرًكل  لنوىًعلىًحد 

حيثًيستخدمًلذلكًجهازًخاصًيدعىًالمثقبًالكهربائيً. سواء
Electroporator 

عًجداً ذاتًفرقًكمونًمرتفإحداثًصدمةًكهربائيةًبعدهاًإلىًيعُمد
دمةًتولدًهذهًالص(. ميليًثانية)خلالًفترةًزمنيةًقصيرةًجداً 

حظيةًالثقوبًالدقيقةًلالكهربائيةًفيًجدرانًالخلاياًماًيشبهً

،ًكونهًضمنًالوسطالمأشوبالتشكلًوتؤديًإلىًحركةًالبلاسميدً

شكلًمشحونة،ًإلىًدخولهًضمنًثقوبًالخلاياًالمتشكلةًبجزيئة

يًتشكلتًآنيًوالتيًلاًتلبثًأنًتغلقًمنًجديدًبنفسًالسرعةًالت
.ورةًجينيا ًفيهاًمبقيةًعلىًالبلاسميدًداخلًالخليةًالتيًتصبحًمح



أوElectroporatorًجهازًالتثقيبًالكهربائيً Micropulser 



:الصدمةًالحرارية

واحدًثمًب ًفيًأنبوالمأشوبتوضعًالخلاياًالبكتيريةًمعًالبلاسميدً

ويوضعًعندًدرجةً بشورًثلجًم)حرارةًمنخفضةًيخلطًالمزيجًجيداً 

لعدةًدقائقًبعدهاًيعرضًالمزيجًإلىًصدمةًحراريةً( °م4+

بنتيجةً( ثانية45حواليً)لعدةًثوانيً( درجة42حرارةًتقاربً)
Microporesمجهريةتفتحًثقوبًهذهًالحرارةًالمرتفعةًالمفاجأةً

ضمنًوبالمأشفيًالغشاءًالخلويًالبكتيريًيدخلًعبرهاًالبلاسميدً

.  الخلايا

علىًفتغلقًالثقوبً° م4+يعادًوضعًالمزيجًبسرعةًعندًالدرجةً
.البلاسميدًوتصبحًعندهاًخلاياًالبكتيرياًمحورةًجينيا ً



Transformation

أغلبًهذهً: الستوبلاسميموادًتندمجًمعًالغشاءً

سهاًمعًيمكنًبتمافوسفولبيديةمنًطبيعةًالموادً

.ندمجًمعهلبيديًالبنيةًأنًتالسيتوبلاسميالغشاءً

التيlipofectamineًالليبوفيكتامينمادةً: مثال

عًتمزجًمعًالحاملًالمؤشبًوتوضعًعلىًتماسًم

.الخلاياًفيًوسطًالزرع



والمدفع الجينيMicroinjectionالمجهريالحقن 

بهدفًإنتاجًحيواناتًمحورةًجينيا ً

بهدفًإنتاجًنباتاتًمحورةًجينيا ً



:  أهم الحوامل المستخدمة في التنسيل الجيني

Plasmidsالبلاسميدات 
ةالمستخدمالحواملأولالبلاسميداتتعد•

وهياستخداما ،الحواملأكثرتزالولا
وخارجالشكلحلقيةDNAمنجزيئات

Extrachromosomeicكروموزومية
منكثيرلدىطبيعيبشكلموجودة
قياتحقيبعضولدىالبكتيريةالسلالات

.الخليةوحيداتالنوى

يةالطبيعالبلاسميداتSizesحجومتتراوح•
أساس،كيلو20و2بين(أطوالها)

خاصORIتضاعفأصلعلىواحتوائها
DNAعنبمعزلبالتضاعفلهايسمح

وجدتأنيمكنوبالتاليللخليةالجينومي
ةالواحدالخليةفيكبيرة(نسخ)بأعداد
.الأحيانبعضفينسخة700إلىتصل



:  أهم الحوامل المستخدمة في التنسيل الجيني

Plasmidsالبلاسميدات 

إلىالبلاسميداتضمنإدخالهيمكنالذيDNAطوليصل•

15kbالبلاسميدنوعبحسبوذلك.

فييعيةالطبالبلاسميداتباستخدامالحيويةالتقانةشركاتقامت•

تقاناتبوساطةالصنعيةالبلاسميداتعائلاتمنالكثيرتطوير

.الجينيةالهندسة

منقطعةيرتكثبهدفالجزيئيالتنسيلفيالبلاسميداتتستعمل•

DNA(التنسيلحواملCloning vectors)إنتاجبهدفأو

.(expression vectorsالجينيالتعبيرحوامل)مؤشببروتين



عدةًأجيالًمنًالبلاسميداتًوتعدً أكثرًلثالثالجيلًابلاسميداتيتوافرًحالياً 

وأهمًأنواعهاًعلىًسبيلًالمثالًلاًالحصر  ً :البلاسميداتًاستخداما

pUCالعائلةً

:تقريباً وتحوي bp 2600 أحجام أفراد هذه العائلة حوالي



تسيييو  Ampicillin(ApR)الألبسيييالالالجيييال الوقاوليييد للحيييا  الحايييوي •
يحييييوي وسييييذ لاييييئي انتقييييا  بانتقييييام الوسييييتموراة الوحييييوعل   عا ت ييييا  ليييي 

.الألبسلال
التي اللاكتيوووأوبايرو  أحي  يااياة ( )LacZ(reporter geneالجيال •

الوسيييتموراة ، تسيييو  بانتقيييام(غالاكتوويييي اوالأن يوييي   اتيييا ترلييي  التيييروتال
ن يو يييد وذليييا بالا تويييا   لييي  ال مال يييد الأالحاوييييد  لييي  التلاسيييوا  الو  ييي 

هي  Chromogeneعكاي ل لولي ل لليو  اسيتقلا في  غالاكتوويي اوللتاتا 
Xgal   ا الخلاييا وعقام تلوعسابدوالت  تمط  نت جد الت ا ل الأن يو    

.الت  تحوي ا وبالتال  الوستمورل
•Polyliker أو التسلسييلMCSالذذذيًيسذذهلًعمليذذةًالتنسذذيلًبفضذذلًمذذا

. يحويهًمنًمواقعًتقييدًمفردة
.،ًيسمحًلهًبالتضاعفًضمنًالخلاياًالبكتيريةrepأصلًتضاعفً•



®Geminiالعائلةً•

وًتحويًالجينًالمقاوم3000bpًأحجامًأفرادًهذهًالعائلةًلاًتتجاوزً

فلاًيمكنLacZًبينماًتفتقدًلجينًالامبيسيلينللصادًالحيويً

حينًفي. أزرق/استخدامهاًفيًعملياتًانتقاءًالمستعمراتًأبيض

لمحضضينتسلسلينً Polylikerتحويًعلىًأطرافً

PromotersنسخًمنًنمطًبانزيميخاصينًفاجيينRNA 

.  T7وًالأنزيمSP6ًبوليميرازًوهماًالأنزيمً

لةالمنسالجينًرسيلأهمًميزاتًهذهًالبلاسميداتًإمكانيةًانتساخً

كماًأنهًنالفاجييالمحضضينضمناًمباشرةًفيًالزجاجًبفضلًأحدً

يًالمضادًالمعنىًبفضلًالمحضضًالثانRNAمنًالسهلًانتساخً

عنًللكشفريبونكليوتيديةمسابراستخدامهًفيًتحضيرًو

.الرسيل



BlueScriptالعائلةً•

تًتعدًهذهًالعائلةًبماًتحويهًمنًأفرادًواحدةًمنًأكثرًالبلاسميدا
 ً رادًوًذلكًبسببًجمعهاًلميزاتًأف. كفاءة ًوكمالاً وتعقيدا

قدًتمًل. العائلتينًالسابقتينًبالإضافةًإلىًميزاتًأخرىًجديدة

ًمنً Geminiالعائلةًبلاسميداتتطويرًهذهًالبلاسميداتًابتداء 

بتسلسلًمحضضSP6ًالفاجيبعدًاستبدالًتسلسلًالمحضضً

.  T3هوًالمحضضًوآخرًلكنهًأكثرًكفاءةًفاجي

بلاسميداتالموجودًفيLacZًلجينًالمرمزوًقدًتمًإضافةًالتسلسلً

المأشوبةانتقاءًالمستعمراتًبامكانيةمماًيسمحpUCًالعائلةً

. أزرق/بطريقةًلونيةًأبيض

ذلكًفيًضمنهًوالمنسلةكماًأنًلهذاًالبلاسميدًإمكانيةًانتساخًالجينً

.LacZالخلاياًالبكتيريةًبفضلًاحتوائهًعلىًمحضضًالجينً



يحتويًالبلاسميدًعلىًأصلً
،ًوعلىًجينColE1ًتضاعفً

ينالامبسلالمقاومةًللصادًالحيويً
Amprًًبالإضافةًإلىًالجين،LacZ

يةالبيبتيدمرمزةًلأحدًالسلاسلً

.الغالاكتوزيدازالمكونةًلأنزيمً
ضمنًالجينMCSًلاحظًالشدفةً

LacZًوالمحاطةًبتسلسلي

. T3وT7ًالفاجينالمحضضين

للشدفةالنكليوتيدييعطىًالتسلسلً
MCSأسفلًالبلاسميدًمعًمواقع

لاحظً. التقييدًالمفردةًالتيًتحويها

مواقعًالتقييدًالمنتش  ً رةًعلىًأيضا

لأرقامًمحيطًالبلاسميدًحيثًتشيرًا

إلىًالمواقعًالذيًيحدثًعندهاً
.القطع



انتقاء المستعمرات الجرثومية الحاوية على البلاسميد 

المأشوب

لتيًبالاعتمادًعلىًالصفاتًاالمأشوبةيمكنًانتقاءًالمستعمراتً

اومةًبالإضافةًإلىًالمق)يحملهاًالبلاسميدًالمستخدمًللتنسيلً

(.للصاداتًالحيوية

نتقاءًالاالجيلًالثانيًمنًالبلاسميداتًيعتمدًعلىًطريقةً•
. Negative selectionالسلبيً

الانتقاءًالايجابيالجيلًالثالثًالأحدثًيعتمدًعلىً•
Positive selection 



ampicillin-resistance gene (amp R ), 
tetracycline-resistance gene (tet R ), 
the origin of replication (ori) 

عيةًطبيبلاسميداتبنيًبربطًعدةًشدفًتقييدًمنًثلاثpBR322ًالحاملً

.R1, R6.5 and pMB1: وهيE. coliمأخوذةًمنً

وجينتينيحويًأصلًتضاعفً. شفعًمنًالأسس4363بلاسميدًبحجمً
tetR tetracycline and ampR ampicillin: مقاومتينًللصادينًالحيويين

لانتقاءselectable markersًانتقاءًكواسماتالجينتيتستعملًهاتينً

لكلاsensitiveًحيثًعادةًماًتكونًالبكتيرياًحساسةًالمؤشبةالمستعمراتً

.  الصادينًقبلًدخولًالبلاسميد



the cloning procedure:

:طريقةًالتنسيلًضمنًالحامل

مما tetR geneضمن الجين DNAيدخلً

 inactivate the tetRيؤدي إلى تعطيلها 
gene

(.تصبح غير فعالة)

:  اتبعد التحوير تنمى الخلايا على مستعمر

والتيالمؤشبةويتم اختيار المستعمرات 

وحساسة للأمبسلينتكون مقاومة 

 AmpRTetS coloniesللتيرتراسكلين

الانتقاءًالسلبي



the AmpRTetS colonies are the ones that contain recombinant DNA.

Negative selection



ختلفينمحيويينلصادينمقاومينجينيينعلىالبلاسميداحتواء

تعطيلإلىا ًغالبالتأشيبيؤديحيث،التيتراسكلينوكالأمبسلين

المحورةالمستعمراتتحملهاالتيالصفاتمغيرا ًالجينتينإحدى

ينالحيويالصاديناحديحويوسطعلىنموهاإلىيؤديمما،به

علىةالحاويالمستعمراتبينالتميزيمكنوبالتاليالآخر،دون

يحويطوسعلىالنموتستطيعلاالتيتلكالمأشوبالبلاسميد

يلتنسلأنلمقاومتهالمرمزالجينتخريبنتيجةمعينصاد

بوجودتنموالتيالمستعمراتوبينضمنه،تمالمطلوبةالشدفة

وهيليمسبشكلً لهالمقاومالجينعلىاحتوائهانتيجةالصادهذا

عمراتالمستأيالمطلوبةالشدفةعلىتحويلاالتيالمستعمرات

تعمراتالمسنوعينبينالتميزيمكنالشكلبهذاو.المأشوبةغير

.متتالتينخطوتينفيالمأشوبةغيروالمأشوبة



الانتقاء الايجابي

أزرق/الانتقاء أبيض

أوًماًيسمىًتفاعلً Positive selectionالانتقاءًالايجابيً•

الناتجًعنًاحتواءً Alpha complementationألفاًالتتامية

للبيبتيدالمرمزةLacZًالبلاسميدًعلىًجزءًمنًالجينًالجرثوميةً

.  غالاكتوزيدازألفاًلأنزيمًبيتاً

نًهوًتفاعلًيمكنًانجازهًبخطوةًزراعةًواحدةًمماًيختصرًالكثيرًم

.الوقت



اللاكتوزًأوبيرونتمًاستعارةًفكرةًهذاًالنمطًمنًالانتقاءًمنً

.  البكتيري

تقلبتسفيًالسلالاتًالبكتيريةًالتيًالابيرونحيثًيحويًهذاً

لأنزيمًالمرمزLacZاللاكتوزًعلىًثلاثةًجيناتًرئيسية،ًوجينً

.  واحدًمنهاغالاكتوزيدازبيتاً

فيًمضاهئيهدًاللاكتوزًعندًتوفرًسكرًاللاكتوزًأوًأحاوبيرونيفَُّعلً

.  وسطًزرعًالجراثيم

اًمعدلةًفيًهذاًالنمطًمنًالانتقاءًيتمًاختيارًسلالاتًمنًالبكتيري

لاً الأنزيمًبيتاًهوًجزءًمنلبيبتيداللاكتوزًلعوزهاًتستقلبجينياً 

.  ألفاالبيبتيدالبيبتيديدعىًهذاًغالاكتوزيداز



ألفاًكماًويتمًتيدللبيبالمرمزبينماًيتمًاستخدامًبلاسميدًيحويًالتسلسلً

بوليلينكرأوMCSًإدخالًضمنًهذاًالتسلسلًالموقعًمتعددًالتنسيلً

Polyliker  .

به  ً تحويرًهذهًالسلالةًمنًالبكتيرياًالمعدلةًجينيا  ً ذاًالنمطًمنًنظريا

للاكتوزًفيًااستقلابالبلاسميدًسيحملًصفةًجديدةًللبكتيرياًوهيً

الذيًيتممًألفاالبيبتيدوسطًيحويًهذاًالسكرًبفضلًتعبيرهًعنً

.غالاكتوزيدازأنزيمًبيتاً



تقاءًللانالبلاسميديمنًالناحيةًالعمليةًيتمًاستخدامًهذاًالنمطً
.  المأشوبةالايجابيًللمستعمراتً

MCSالمطلوبةًضمنInsertًحيثًيتمًتنسيلًالشدفةًالمدخلةً
زالبلاسميد،ًحيثًيؤديًهذاًإلىًإعطابًالتسلسلً ألفاًلبيبتيدلالمُرمِّ

.  ويوقفًالتعبيرًعنه

نًلهاًالقدرةًالفارغًسوفًيكوبالبلاسميدفالخلاياًالبكتيريةًالمحورةً
نزيمًبينماًلاًألفاًالمتممًللأالبيبتيداللاكتوزًبفضلًاستقلابعلىً

لاباستقالمأشوببالبلاسميدتستطيعًالمستعمراتًالمحورةً
.  اللاكتوز

حورةًفيًالحالةًالطبيعيةًيحويًطبقًالزرعًنوعيًالمستعمراتًالم
مًإضافةً،ًفإذاًتالمأشوببالبلاسميدالفارغًوالمحورةًبالبلاسميد

-IPTG (Isopropyl β-D-1مثلًالمضاهئاتاللاكتوزًأوًاحدً
thiogalactopyranoside )ًإلىًطبقًالزرعًسيعملًعندها

.الاوبيرون



Recombinant selection with pUC8.

Positive selection OR white bleu selection

+ IPTG inducer non metabolized
Isopropyl β D Thiogalactoside



مراتالمستعفي)الكاملغالاكتوزيدازبيتاللأنزيمويمكن

X-Galتسمىمادةيستقلبأن(الفارغبالبلاسميدالمحورة

عنجفينتتحضيرهأثناءالزرعوسطإلىأيضا ًتضاف

ةالمستعمرتصبغاللونزرقاءمادةالأنزيميالتفاعل
.الأزرقباللونالفارغبالبلاسميدالمحورة

توزيدازغالاكالبيتاأنزيميعوزهاالمأشوبةالمستعمراتبينما

فتبقىX-Galمادةوهيالركيزةاستقلابفيفشلفتالفعال

لملونةاالمستعمراتعنبسهولةتميزهاويمكناللونبيضاء

.ازرق/ابيضالانتقاءهذااسمأتىهناومنبالأزرق



استراتيجيات التنسيل

.  رادًتنسيلهاتختلفًتلكًالاستراتيجياتًباختلافًطبيعةًالشدفةًالم
ضمنDNAًأهمًالاستراتيجياتًالمستخدمةًفيًتنسيلًشدفةًمنً

:بلاسميدًماًهي

ناتجةًعنًعمليةًهضمDNAًاستراتيجياتًتنسيلًشدفةًمنً

(.شدفةًتقييد)بوساطةًأنزيماتًالتقييدً

بحسبًعددًيمكنًالتميزًبينًطريقتينًلتنسيلًشدفةًتقييدًوذلك

:  أنزيماتًالتقييدًالمستخدمةًلتحضيرها

.Insertاستخدامًأنزيمًواحدًلتحضيرًالشدفةًالمطلوبًإدخالهاً•

.Insertخلةًاستخدامًأنزيميًتقييدًمختلفينًلتحضيرًالشدفةًالمد•



Insertاستخدام أنزيم واحد لتحضير الشدفة المطلوب إدخالها 

هذهوفيالبلاسميدلقطعالأنزيمنفساستخداميجبالحالهذهفي•

فوسفاتيةالالزمرةينزعبأنزيمقطعهبعدالبلاسميدمعالجةيجبالحال

خداماستعندنفسهعلىالبلاسميدانغلاقعودةلتفادي`5النهايةمن

.بالبلاسميدالمدخلةالشدفةربطبهدفالليغازالربطأنزيم

عنالشدفةنقىت.والبلاسميدالشدفةمنكلتنقيةيتمالتاليةالمرحلةفي•

.يريالتحضالكهربائيالرحلانبوساطةمنهاقتطعتالذيDNAباقي

بهدفبةالمطلوبالأنزيماتمعالجتهتمتالذيالبلاسميدينقىبينما

وليالفينالاستخلاصبطريقةوذلكالبروتيناتهذهمنالتخلص

.يةبالتنقخاصكيتباستخدامأوالكحوليبالترسيبالمتبوع



دخلة استخدام أنزيمي تقييد مختلفين لتحضير الشدفة الم

Insert

ندهاعويعمدالأنزيماتبنفسالبلاسميدقطعيجبالحالهذهفي•

لتخلصيريالتحضالكهربائيبالرحلانالمعالجالبلاسيمدتنقيةإلى

التقييديموقعبينعادةتوجدوالتيالبلاسميدمنالمبعدةالشدفةمن
.الليغازاستخدامعندبالبلاسميدربطهالإعادةتفاديا ً

دخلتأنلهايمكنلاأيموجها ًيكونالطريقةبهذهالشدفةإدخال•

.بةالمأشوالبلاسميداتمنواحدنمطوالنتيجةواحدً بشكلً إلا

حدواتقييدبأنزيممقطوعبلاسميدضمنDNAمنشدفةإدخال•

توجهينبتدخلأنللشدفةيمكنحيثموجها ًغيرإدخالا ًيعدفقط

ذلكوالمأشوبةالبلاسميداتمننوعينعنهينتجممامختلفين
.الصدفةتحكمهالذيالمدخلةالشدفةتوجهبحسب



ينًاستخدامًأنزيميًتقييدًمختلف
Insertلتحضيرًالشدفةًالمدخلةً
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