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في العينة ودرجة نقاوته حيث  RNAو  DNAتقدير الحامض النووي في العينة عملية مهمة لتحديد مقدار تركيز الـعد ي

العديد من الطرق هناك ،PCRمثل جهاز DNAتعتمد على هذه العملية الكثير من الفحوصات والتفاعلات الخاصة بالـ

:في العينة منها DNAالمستعملة لقياس

spectrophotometerالضوئيالطيف جهاز -1

Nanodropجهاز-2

وجي يختلف الجهازين الا في حجم العينة المطلوبة للقياس ، واساس عملها هو قياس الامتصاصية للعينة على طول ملا 

تشير الى ان تركيز O.D. A260=1من خلال معلومات ثابتة وهي ان DNAوتقدير تركيز الـ( A260)نانوميتر 260-280

:يمكن استخراج تركيز الدنا من خلال المعادلة التاليةوبالتالي  ng/µL50  = dsDNAالدنا النقي

DNA Concentration (ng/µL) = A260 reading ×ng/ µL 50

:يمكن حسابه من المعادلة التاليةDNA yieldاما حاصل الدنا لكل عينة 

DNA yield (ng) = DNA concentration(ng/ µL) × total sample volume (µL)

Nucleic acid quantitationتقدير الاحماض النووية 



Nanodropجهاز

في هذا الجهاز عملية سهلة وسريعة اضافة الى انها تكشف لنا عن نسبة الخطأ  RNAاو DNAقياس الحامض النووي يعتبر 

:المحتمل وجودها في العينة حيث ان القراءات القياسية للحامض النووي هي كالاتي

ng/µL 1.8 ~= DNA

ng/µL 2.0 ~= RNA

روتين او اي ان العينة لازالت حاوية على الب،العينةاما القراءات التي تختلف عن هذه النسب فهي دلالة على وجود تلوث في 

.بعض المواد الاخرى 



:Thermocyclerجهاز الدورة الحرارية 

غييربتالجهازهذايقومحيث،ومتتاليدقيقبشكلالتفاعلحرارةدرجاتفيللتحكمجهازوهو

PCRالـتقنيةعليهتقومالذيالاساسهوالحرارةدرجةتغييرلانسريع،بشكلالحرارةدرجة

الىالجهازغطاءحرارةدرجةترتفع.السابقةالمحاضرةفيذكرناكما(اطالة،التحام،انفكاك)

thermalالجهازيحتويمْ،105 blocksحفرة96او48منمتكون.

https://labotaq.com/index.php/product/termociclador-96-tubos/
https://labotaq.com/index.php/product/termociclador-96-tubos/
https://www.google.iq/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=imgres&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiz7Mzgu-boAhVDKewKHWZFBjMQjRx6BAgBEAQ&url=https://www.shutterstock.com/search/pcr&psig=AOvVaw3dH2J8cTWcY5linFdW7ZGF&ust=1586903876294073
https://www.google.iq/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=imgres&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiz7Mzgu-boAhVDKewKHWZFBjMQjRx6BAgBEAQ&url=https://www.shutterstock.com/search/pcr&psig=AOvVaw3dH2J8cTWcY5linFdW7ZGF&ust=1586903876294073




. قاعدة نتروجينية 1000-100الطريقة الاكثر شيوعا من حيث الاستعمال ، حيث يتم تضخيم قطع تتراوح بين وهي 

تعتمد . لغرض تصميم البوادئ( تضاعفها)المراد تضخيمها sequencesتحتاج العملية الى معلومات حول التوالي 

.وذلك بفصلها على الهلام باستخدام الترحيل الكهربائيEnd-point productsطريقة التحليل على النواتج النهائية 

:Standard PCRالطريقة القياسية 1.



Agarose Gel electrophoresisالترحيل الكهربائي في هلام الاكاروز

الترحيل الكهربائي تستخدم لعزل المواد حسب معدل حركتها تحت تأثير المجال الكهربائيتقنية 

ب قط)يتم تحليل الحمض النووي اعتمادا على تسليط مجال كهربائي حيث يستعمل الجل المكون من مادة الاكاروز، 

فيبدأ الحمض النووي بالانتقال من القطب السالبذو شحنة سالبة لذا DNAلتحريكه حيث ان الـ( موجب وقطب سالب

:وهذا يكون تحت عدة عوامل منها. الى القطب الموجب

 The applied voltageقوة فرق الجهد -1

 The concentrationتركيز الاكاروز-2

The molecular size of DNAحجم قطعة الحمض النووي-3

ا مادة الحمض النووي غير مرئي في الهلام لهذا يتم صبغه بمادة ترتبط به قبل وضع العينات في الجل ومن امثلته

كما يجب استخدام الواسمات الوزنية .التي تتألق عند تعرضها للأشعة فوق البنفسجية( مادة مسرطنة)الاثيديوم برومايد 

.لمقارنة الوزن الجزئي للعينةLadderالمرافقة 



Quantitative PCR (qPCR)طريقة الكوثرة الكمية 

هو تفاعل تضاعف وتزايد في اعداد نسخ قطع: Real-Time PCR( الوقت الحقيقي)كما تسمى تفاعل البلمرة المتسلسل

DNA د يدون ويرصد هذه العمليات لأجل اعطاء تقرير مفصل عن عد( الصبغات المشعة)الهدف مع وجود كاميرا او كاشف

هناك العديد من الطرق التي نستطيع من خلالها متابعة ورصد  .الدورات ومايقابلها من تزايد وتضخم لنسخ الجين الهدف

المتضاعف وكلما  DNAللارتباط مع  (fluorescent marker)في العينة اذ تستعمل المعلمات المشعة DNAتضاعف الـ

درة على لذلك تعتبر استعمال هذه التقنية مفيد جدا بسبب الق. المنسوخة زاد استعمال الصبغة المشعة DNAزادت اشرطة

:وهو يشمل عدة انواع.في الاكاروز DNAمشاهدة عمليات التضاعف والاستغناء عن عملية ترحيل ال

الكشف غير المتخصص  SyBr®greenمثل Non-specific detection-أ

Taqmanمثل Specific detectionالمتخصص الكشف -ب probe



:  Reverse transcriptase-PCRالنسخ العكسي 

بل قد يكون DNAلا يكون القالب البادئ PCRبعض تطبيقات الـفي 

RNA . حيث ان يتم الكشف عن التعبير الجيني من خلال تصنيع

complementary DNA(cDNA) مستنسخ من شريط الRNA ،

بعد ذلك يتم قياس .  reverse transcriptaseوذلك باستخدام انزيم 

.qPCRباستخدام الترحيل الكهربائي او الـDNAنسبة ال



 Amplification Curveاطوار التفاعل  DNAمنحنى تضاعف الـ

دا في بداية التفاعل تكون المواد موجودة بوفرة كافية ما ع:  Initiation phaseطور البدأ 1.

DNAاعفالقوالب والنواتج، لا تظهر فيه زيادة في المنحنى الى بعد عشر دورات من التض.

القالب DNAوفيه يحصل تضاعف لجزيئة الـ:Exponential phaseطور التزايدي 2.

.حيث ان مواد التفاعل تكون متواجدة بوفرة. والنواتج التي تتراكم

فر حيث تقل سمة الزيادة  وقد يصل معدل التضخيم الى الص: Plateau phaseطور الركود 3.

والايونات و قلة كمية الانزيم مقارنة بعدد الاشرطة ، لتغير  dNTPsنتيجة انخفاض كمية

لطرق الاخرى بيئة التفاعل، وهي تمثل النواتج التي يتم الكشف عنها بالترحيل الكهربائي او ا

.للقياس



qPCRالمتضخم بطريقة  DNAطرق تحديد كمية 

.1Absolute Quantification : وهي استعمال منحنيات مرجعيةreference curves التي تحضر بتراكيز محددة

وهي تشمل. تستعمل كمرجع لمعرفة كمية جزيئات الهدف غير معروفة التركيز. معروفة وتجري عليها القياسات

شريط  RNA-أ

اشرطة مزدوجة  dsDNA-ب

جزيئات  cDNA-ت

اشرطة دنا مفردة  ssDNA-ث



ة لالسلسسرعة تضخيم 

.1Relative Quantificarion : طريقة النقطة الفاصلةThreshold cycle (Ct) التي يكون فيها التالق المنبعث من ( عدد الدورات)وهي النقطة

ة مع منحنيات حيث تعتمد على المقارنة لنماذج الدراس. النواتج اكبر من الخلفية ويصبح بالامكان قياسها وهي النقطة المسؤولة عن دقة تقدير الكميات

.Housekeeping genesالسيطرة المستعملة فيها نماذج غير معاملة وهناك معادلات خاصة لحسابها وتصحح عادة بالاعتماد على جينات الادامة 


