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 بواسطة إنزيمات التقييد DNAهضم الـ 

Digestion of DNA with Restriction Endonucleases 
 geneبواسطة إنزيمات التقييد ىي أول خطوة في عممية تطويع الجين ) DNAعممية ىضم الـ      

manipulationنزيمات ىي جزء من نظام خاص يُطمق عميو جياز التقييد والتحوير والذي لإ( وتُعتبر ىذه ا
العاثي البكتيري  DNAالغريب وخصوصاً  DNAبواسطتو تستطيع الخلايا حماية نفسيا من الغزو بواسطة الـ 

(bacteriophge- DNA تستطيع إنزيمات التقييد قطع خيطي حمزون الـ .)DNA  عن طريق كسر الأواصر
نما تتعرف ىذه الإثنائية ا الفوسفاتية نزيمات عمى تتابعات معينة من لإستر ولكن ىذا القطع لايكون عشوائياً وا 

فتقطع عندىا أو بالقرب منيا, وىذه التتابعات أما أن تكون رباعية  DNAالنيوكميوتيدات في جزيئة الـ 
(tetramer أي تتكون من )4- ( قواعد نتروجينية, أو خماسيةpentamerأي تت ) قواعد  -5كون من

قواعد نتروجينية. تتردد ىذه التتابعات بصورة عشوائية  -6( أي تتكون من hexamerنتروجينية, أو سداسية )
الغريبة أو التابعة لنفس الكائن الذي ينتج إنزيمات التقييد ومن ىنا  DNAسواء كانت  DNAضمن جزيئة الـ 

لمكائن الذي ينتج إنزيم  DNAم التحوير عمى حماية جزيئة تبرز أىمية أجيزة التقييد والتحوير إذ يعمل إنزي
نزيمات لإالتقييد وذلك عن طريق إضافة مجاميع مثيل إلى قواعد معينة في ىذه التتابعات مما يجعميا مقاومة 

 التقييد.

مى ( وينطبق ىذا النظام عrestriction endonucleasesيوجد نظام تسمية موحد لجميع إنزيمات التقييد )     
نزيم, إذ لإ. تعتمد التسمية عمى جنس ونوع الكائن الذي عُزل منو ىذا اMethylasesإنزيمات التحوير أيضاً 

يُؤخذ الحرف الأول من إسم الجنس ويُكتب بحرف كبير ثم يتبعو الحرف الأول والثاني من إسم النوع ويُكتبان 
ويُكتب  Ecoبـ  Escherichia coliول من بكتريا بحرفين صغيرين فعمى سبيل المثال يُكتب إنزيم التقييد المعز 

نزيم لإسم الذي يتكون من ثلاثة أحرف بصورة مائمة ثم يُضاف حرف آخر يمثل إسم السلالة التي عُزل منيا الإا
نزيم( لإسم الثلاثي الأحرف يمثل حرف البلازميد المشفر ليذا الإ)في بعض الأحيان يكون الحرف المضاف إلى ا

نزيم, لإالذي يشفر ليذا ا Rالحاوية عمى البلازميد   E. coliنزيم المنتج من لإيمثل ا EcoRكما ىو الحال في 
تحتوي بعض سلالات البكتريا عمى أكثر من جياز تقييد وتحوير واحد ففي ىذه الحالة تُعطى أرقاماً رومانية 
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أول إنزيم تقييد ينتج من  EcoRIسم لإالأجيزة فمثلا يمثل ا نزيمات المنتجة من ىذهلإنزيم تمييزاً للإسم اإتُمحق ب
 الحاممة لمبلازميد. E. coliبكتريا 

 وىنا بعض الأمثمة لأسماء إنزيمات التقييد:

- HindIII نزيم الثالث المنتج من السلالة لإاd  لبكترياHaemophilus influenza. 

- SmaI نزيم الأول لبكتريا لإاSerratia marcesens. 

- BamHI نزيم الأول المنتج من السلالة لإاH  لبكترياBacillus amyloliquifaciens. 

- KpnI نزيم الأول المنتج من بكتريا لإاKlebsiella pneumonia. 

نزيمات التحوير لذا فقد أعُطيت      يُعتبر نظام التسمية الذي مر ذكره آنفاً ىو واحد لكل من إنزيمات التقييد وا 
  m. EcoRI" فمثلًا يمثل m" أو "rنزيم لمتمييز بين النوعين وىذه الأحرف ىي أما "لإا أحرف صغيرة تسبق إسم
إنزيم التقييد, وفي كثير من الأحيان قد لاتُستعمل ىذه الأحرف إذا لم يتم   r. EcoRIإنزيم المثيمة بينما يمثل 

 إستعمال إنزيمات التقييد والتحوير معاً في نفس العمل.

نزيمات التي لإ( عمى العديد من اrecombinant DNA technologyاليجينة ) DNAتعتمد تقنية الـ      
تاركة شريط مفرد ذو نيايات متياوية )مترنحة(. تستطيع النيايات  DNAليا القدرة عمى قطع حمزون الـ 

واصر الييدروجينية ناتجة لتصاق مرة أخرى فيما بينيا عن طريق تكوين الألإمن ا DNAالمقطوعة في خيط الـ 
المقطوعة والناتجة من مصدرين مختمفين  DNAقطع مكممة بعضيا البعض, وقد يحدث أن ترتبط قطعتي الـ 

ناتجة بنفس إنزيم التقييد نتيجة لتماثل مواقع القطع مؤدية إلى تكوين نيايات لاصقة ليا القدرة عمى إعادة 
 لنيوكميوتيدات في تمك النيايات.رتباط فيما بينيا إعتماداً عمى تتابع الإا

( وعمى ىذا الأساس فان anti- parallelمتعاكسة بالتماثل ) DNAيمكن القول بأن سمسمتي حمزون الـ      
          '5سمسمتي الحمزون ستكونان متخالفتين بالقطبية أي أنيما تتجيان بإتجاىين متعاكسين أحدىما يكون بالإتجاه 

مؤدية ىذه الظاىرة إلى تكوين تركيب متناسق يُطمق عميو  '5          '3بينما تكون الأخرى بالإتجاه  '3
Rotational  أوDyad symmetry  أي بإستطاعة كل شريط أن يكون نفس تركيب الشريط الآخر عند دورانو

 حول المحور . °880

نما يشمل وجودىا  نستنتج مماتقدم أن المواقع الحساسة لعمل الإنزيمات      لاتقع حصراً عمى أحد الشريطين وا 
 ىو: EcoRIسمسمتي الحمزون معاً, فمثلًا نلاحع أن الموقع الحساس لعمل الإنزيم 

5'......................GAA                                 TTC....................3'               
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3'.......................CTT                                 AAG....................5'              

عمى ىذا التتابع السداسي يستطيع أن يقطع عنده سواء في الشريط الأول أو  EcoRIفمتى ماتعرف إنزيم       
بياً, أد Palindromeعمى ىذا النوع من التنظيم ويعني مصطمح  Palindromeالثاني, لذا يُطمق مصطمح 

 القراءة المتشابية )الواحدة( من كلا الإتجاىين )أمامي وعكسي( كما ىو الحال في العبارة:

Madam, Im Adam 

بالمعنى الحقيقي  Palindromeيجب الإشارة ىنا إلى أن الموقع الحساس لإنزيمات التقييد لايمكن إعتباره      
 الإتجاه واقع عمى الشريط الآخر وليس عمى نفس الشريط.وذلك بسبب وقوع التتابع المشابو بالتسمسل والمخالف ب

إن آلية القطع التي يحدثيا إنزيم التقييد ىي تكسير الآصرة الفوسفاتية ثنائية الإستر نتيجة تحمميا عند      
نتيجة الإنشطار الذي يحدث بين  DNAإضافة جزيئة ماء خلال التفاعل مؤدي إلى إحداث قطع في خيطي الـ 

من  hydroxyl-'3والأخرى  phosphate -'5دين متجاورين مما يؤدي إلى تكوين نيايتين حرة أحدىما نيوكميوتي
جية أخرى يمكن أن تعود ىذه النيوكميوتيدات المنشطرة إلى الإتحاد مرة أخرى نتيجة لتكوين الأواصر الفوسفاتية 

 RNA polymeraseو  DNA polymerase ثنائية الإستر بفصل جزيئة ماء من التفاعل, وتعتبر إنزيمات 
 ىي الإنزيمات المسؤولة عن ىذا الغرض. DNA ligaseو 

  

تحدث عممية القطع في نفس النقطة عمى كل من الشريطين بسبب تماثل الشريطين بالتتابع والتركيب )إلا      
أنيما يكونان مختمفين بالإتجاه(. بعد عممية القطع يتكون شريط مفرد ذو نياية حرة متدلية )ناتئة( ويمكن إعتبار 

 مثال عمى ذلك. EcoRIالقطع الذي يحدثو 

بينما ىناك إنزيمات  '5ذات نيايات ناتئة في الطرف  DNAالتتابع السداسي منتجاً قطع  EcoRIيقطع      
أو منتجة نيايات مستوية. وفيما  '3ناتئة في الطرف  DNAأخرى تقطع عند المواقع الحساسة ليا منتجة قطع 

 يمي ثلاثة أمثمة توضح مواقع القطع:

 

 

HindIII (left)  

5'…….A OH               P AGCTT…….3' 

3'…….TTCGA P               HO A…….5' 
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KpnI (right) 

 

SmaI (center)    

 

 KpnIو  HindIIIالناتجة بواسطة الإنزيمين  DNAمن خلال الشكل الموضح أعلاه نلاحع أن قطع الـ      
تنتج نيايات ناتئة وبما أن ىذه النيايات الناتئة تكون متكاممة في القواعد النتروجينية فإنيا يمكن أن ترتبط مع 

ا وتعتبر ىذه النيايات ىي نيايات لاصقة, بعضيا مرة أخرى عن طريق تكوين الأواصر الييدروجينية مع بعضي
ذا نيايات مستوية إلا إنو يمكن أن يُعاد إرتباطو مرة أخرى. تكون ىذه  SmaIبينما نلاحع القطع الذي يحدثو 

القطع الناتجة معرضة إلى عمميات تحوير ومعاممة أخرى بواسطة إنزيمات معينة لكي تتم باقي خطوات عممية 
 الكمونة.

يحدث في بعض الأحيان أن تتداخل المواقع الحساسة لإنزيمات تقييد مختمفة مع بعضيا البعض, فعمى      
 Gثل بـ والمتم BamHIوالواقع ضمن التتابع السداسي لإنزيم التقييد  GATCسبيل المثال نلاحع التتابع 

GATCC اس لإنزيم التقييد )إذ يشير السيم إلى موقع القطع( يوجد أيضا ضمن تتابع الموقع الحسBglII 
Aوالمتمثل بـ 

 
GATCT  وكذلك ضمن الموقع الحساس لإنزيم التقييدSauzA  والمتمثل بـGATC   ففي ىذه

أخرى مقطوعة بالإنزيم  DNAمع قطع  BamHIالمقطوعة بالإنزيم  DNAالحالة يمكن أن ترتبط قطع الـ 
BglII منشطرة ففي ىذه الحالة يمكن أن يطمق عمى مثل ىذه نتيجة لتشابو القواعد النتروجينية في المواقع ال

, بينما تكون القواعد النتروجينية الأخرى الواقعة Compatibleالإنزيمات بالإنزيمات المتوافقة أو المنسجمة 
. BglIIولا بـ  BamHIخارج الموقع الحساس مختمفة فتكون النتيجة تكوين تتابع ىجين لايمكن أن يقطع بـ 

 SauzAوىو الموقع الحساس للإنزيم  GATCتكون التتابعات الجديدة المتكونة حاوية عمى التتابع الرباعي 
بغض النظر عن التتابعات الأخرى الخارجية ففي ىذه الحالة يمكن أن تقطع ىذه التتابعات الجديدة بواسطة 

مع قطع  SauzAقطوعة بواسطة الإنزيم الم DNAوبنفس الحالة يمكن أن يُعاد إرتباط قطع الـ  SauzAالإنزيم 
نتيجة لإشتراكيما في أربعة قواعد نتروجينية ضمن  BglIIأو  BamHIالمقطوعة بواسطة الإنزيم  DNAالـ 

تكون  DNAفي قطعة الـ  SauzAالموقع الحساس لعمل الإنزيم. إن احتمالية تواجد التتابع الرباعي للإنزيم 

5'…….GGTAC OH             P C…….3' 

3'…….C P              HO CATGG…….5' 

5'…….CCC OH                P GGG…….3' 

3'…….GGG P                OH CCC…….5' 
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)أي الذي يميز  SauzAلذا فان مثل ىذا الإنزيم  BamHIلسداسي للإنزيم أكبر من إحتمالية تواجد التتابع ا
 . DNA)أي السداسي التتابع( ضمن قطعة الـ  BamHIالتتابع الرباعي( يمكن أن يقطع بتردد أكبر من 

لإنزيمات التقييد ظروف مثمى يمكن أن تعمل عندىا وتختمف ىذه الظروف من إنزيم لآخر ويمكن التعرف      
عمى متطمبات عمل كل إنزيم من خلال ورقة المعمومات المرافقة للإنزيم المزودة من قبل الشركة المصنعة. من 

( ودرجة bufferوالمحمول المنظم لمتفاعل )أىم متطمبات عمل الإنزيم ىي القوة الأيونية )أي تركيز الأملاح( 
الحرارة, وتعتبر درجة الحرارة من أكثر العوامل خطورة وتأثيراً عمى سير التفاعل أما بالنسبة لمقوة الأيونية فيكون 

 تأثيرىا أقل لإحتمالية وجود مدى واسع من الإنزيمات تتطمب تركيز ممحي عالي أو متوسط أو منخفض.

 

من  µl 10لمعظم الإنزيمات كافية لقطع  1µlالمصنعة الإنزيمات بتراكيز عالية إلا إنو  تجيز الشركات     
DNA توجد تراكيز الإنزيمات عمى ورقة المعمومات المرافقة للإنزيمات والتي توضح فييا وحدات الإنزيم لمحجم .

ية قياسية لمنوع القياسي من الـ (. إن الوحدة ىي كمية الإنزيم الضرورية لميضم التام لكمµlأو  mlالقياسي )أما 
DNA  وعادة يكون أما(Bacteriophage  أوPlasmid Pbr322.في وقت قياسي ) 

من الكميسرول, فعندما تحفع بيذه الطريقة يمكن  %50في  C°20-تُحفع عادة الإنزيمات بدرجة حرارة      
تعرض ثباتية عمل الإنزيمات إلى الحفاظ عمى ثباتية عمميا لأطول فترة ممكنة. ىناك بعض الأمور التي 

تعريضيا إلى الحرارة والتبريد بإستمرار, لذا يجب أن تُحفع بثلاجات تبريد خاصة )لاتُحفع  ;الخطورة منيا
الثلاجات الطبيعية المتوفرة الرخيصة الثمن(, كذلك يجب الأخذ بنظر الإعتبار عند إخراج الإنزيمات من 

في الثمج طول فترة العمل لحين إرجاعيا إلى مكان الحفع )لحين الإنتياء ثلاجات الحفع لغرض العمل أن تُحفع 
 من العمل(.

ىناك أمر آخر لايقل خطورة عن عممية حفع الإنزيم بالطريقة الصحيحة وىو تموث الإنزيم بإنزيمات      
نما يُ exonucleaseخارجية ) دمر العمل بكاممو فقد ( نتيجة ملامستو باليد ففي ىذه الحالة لايُدمر الإنزيم فقط وا 

وبذلك لايحدث القطع المطموب. لتجنب حدوث مثل ىذه الحالة يجب  DNAيكون من الصعب تحطيم الـ 
 مراعاة مايمي:

 إرتداء القفازات )الكفوف( عند ملامسة الإنزيمات. -8
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نزيم ( جديدة عند التعامل مع الإنزيمات, واذا أردنا أخذ حجم معين من الإtipإستعمال موصمة الماصة ) -2
 .Tipمرة أخرى فيجب تغيير 

يجب إنجاز العمل بأقصى سرعة ممكنة, وذلك لأن تعرض الإنزيم إلى درجات حرارة مرتفعة لفترات  -3
 طويمة يؤدي إلى تمف الإنزيم.

 

 نزيمات التقييدالطريقة العامة للهضم بواسطة إ

General Protocol for Performing Restriction Digestions 
كيربائي. إذ يكون ىذا الحجم ىو المرغوب في الترحيل ال µl 20يكون الحجم الكمي لخميط التفاعل  -8

فنلاحع أن البلازميد المُنقى بإستعمال  DNAالمضاف عادة عمى مصدر الـ  DNAيعتمد حجم الـ 
CsCl2  5-3يُضاف µl  منو, بينما الـDNA  10المُنقى من عزلات بلازميدية عشوائية يؤخذ منو µl. 

 . 10X restriction bufferمن  µl 2أضف  -2

 /µl  Acetylated BSA, 10 µgمن  µl 0.2أضف  -3

 .µl 7.3لجعل الحجم  Sterile distilled waterأضف  -4

 من إنزيم التقييد, أضرب عمى الأنبوب عدة ضربات لضمان إمتزاج خميط التفاعل. µl 0.5أضف  -5

 محتويات خميط التفاعل في قاعدة الأنبوب.إعمل طرد مركزي للأنابيب وذلك لتركيز جميع  -6

 .دقيقة  60-30لمدة  C°37توضع الأنابيب في الحمام المائي بدرجة حرارة  -7

في نياية عممية اليضم, يتم عمل واحدة من الخطوات القادمة إعتماداً عمى الغرض التي عُممت لاجمو  -8
 عممية اليضم وىي:

إلى  Tracking dyeمن صبغة الترحيل  µl 5إذا كان الغرض تحميل النتيجة بواسطة اليلام أضف  - أ
 اروز.گالعينة وتوضع العينة في الحفرة الموجودة في ىلام الأ

أخرى فيجب تثبيط عمل إنزيمات  DNAالمقطوعة مع قطعة  DNAإذا كان الغرض ىو ربط الـ  -ب
مرة أخرى وتتم ذلك أما بالحرارة أو الإستخلاص بالفينول ثم الترسيب  التقييد لكي يجنب عممية إعادة القطع

 بالإيثانول.

 لأي غرض آخر يجب أن يُستخمص بالفينول ثم الترسيب بالإيثانول. DNAاذا كان الغرض تنقية الـ  -جـ
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