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عل على البصمة الوراثية من عينة دم باستخدام تفاالحصول 
البوليمراز المتسلسل

اوخلايامناستخلاصهبعد،DNAالنوويالحمضمنقليلةجزيئاتتضخيمالىPCRالتقنيةتهدف

.اعليهالتحليلاجراءيمكنبحيثمنهكبيرةكمياتعلىالحصولوبالتاليBloodالدممثلالجسمسوائل



:البصمة الوراثيةالتحقق منخطوات 
(السابعةالمحاضرة )من عينة الدم DNAاستخلاص الـ : أولا

(المحاضرة الحالية) PCRبتقنيةالـ DNAتضخيم الـ: ثانيا

(المحاضرة الحالية) في جل الاكاروز PCRالتحقق من البصمة الوراثية ، تمرير عينة الـ : ثالثا

PCRتحضير عينة : ثانيا



من عينة الدم   PCRتحضير عينة خطوات 

 DNAللحصول على قالب الحمض النووي الرايبوزي منقوص الاوكسجين : DNA templateقالب الحمض النووي 

templateبلازمي حيث تضاف بعض المواد للتخلص من الغشاء السايتو. من عينة الدم يجب المرور بمرحلة الاستخلاص

كما ذكر في المحاضرة . )نقيDNAللحصول على قالب DNAوالغشاء النووي و التخلص من البروتينات المرتبطة مع الـ

(السادسة



:  DNAقياس تركيز عينة الـ

باستخدام جهاز DNAالتقي في الخطوة السابقة ، يتم قياس تركيز الـ DNAالحصول على مستخلص البعد 

.  (ng/µl)بوحدة النانوجرام لكل مايكروليتر  DNAحيث يقاس ال.  spectrophotometerالطيف المرئي

:القياسطريقة

تصفير hydrationمايكروليتر100نضع:Blankالجهاز-أ solution DNAأوDeionized water

(صحيحبشكلالعيناتباقيتركيزليقرأصفرتكونأنويجب)

العينة Deionizedمايكرولترمن98فيDNAالالعينةمنمايكرولتر2نضع:Sample-ب water

يتم نانومولر260الموجيالطولعلىالمخففةالعينةقياس-ت



- ( working DNA)عملي DNAكيفية تحضير -:نعوض بالمعادلة التالية working DNAلعمل

2الحجم  2Xالتركيز = 1الحجم  1Xالتركيز 

(C1 X V1 = C2 X V2)

  Concentration (C)التركيز

 Volume (V)الحجم

قراءةوكان.ميكرولتر100تحضيراردنافلو,(حجمأيتحضيريمكنك)ميكرولترلكلنانوغرام50نحضرلذلك,العيناتلجميعالتركيزنوحدأنينبغي

400(1)العينةلتركيزالجهاز ng/µl500(2)والعينةng/µl

-:مثلاا 

C1 X V1 = C2 X V2

× ng/µl 400( :      1)عينة  V1 = 50 ng/µl × 100 µl

V1 = 5000 ÷ 400 = 12.5 µl 

× ng/µl 500( :      2)عينة  V1 = 50 ng/µl × 100 µl

V1 = 5000 ÷ 500 = 10 µl 

.(ماء مقطرµl 87,5أي )ماء مقطر 100µlونكمل الحجم إلى  DNAمن عينةµl 12.5( :      1)عينة 

.(ماء مقطرµl 90أي )ماء مقطر 100µlونكمل الحجم إلى  DNAمن عينةµl 10( :      2)عينة 



PCR Master Mix 
Kit، في تجربتنا سوف نستخدم PCRفي الوقت الحالي يتم استعمال مواد محضرة وجاهزة للاستخدام في تقنية ال

:هذا المحلول الجاهز يتكون من . Promegaمن شركة  PCR Master Mix (MM)يدعى 

Nuclease Free Water--أ

Taq DNA polymerase-ب

dNTPs -ت

MgCl 2-ث

Buffers at optimal concentrations -ج



Primersالبادئات 

البادئ Forwardالامامي-أ primer

البادئ Reverseالرجعي-ب primer

:نوعمنامابادئاتتستخدم

Rapidالمتخصصةغير amplified polymorphic DNA analysis (RAPD):قليلةنيتروجينيةقواعدمنتتكوناذ(10bp)

.العددقليلةلكونهاعشوائيبشكلDNAالبقطعالارتباطيمكنهاحيثمتخصصةغير

النوعمناو

فيمحددةبقطعالارتباطيمكنهاحيث،22bp-18منيتكوناذالمتخصصة،غيرالبادئاتمناطولوهو:Specificالمتخصص

.النمتخصصالنوعمنيعتبرلذا،DNAالـ

.اكثرالبرايمرتخصصكانكلماكبيرالنيتروجينيةالقواعدعددكانكلما:ملاحظة



.تعقيم مكان العمل باستخدام الايثانول-أ 

20-)، و اذابة الماستر مكس (م  80-او 20-)المحفوظة في  (DNAمستخلص الـ)اذابة العينات -ب 

الماستر مكس ثم يوضع لثواني في جهاز الطرد المركزي  Vortex، في درجة حرارة الغرفة ، ثم يمزج (م  

ثم توضع العينات و الماستر مكس. لجمع المزيج الموجود على جدران الانبوب microcentrifugeالدقيق  

. في الثلج 

microcentrifuge Vortex

:  Protocolطريقة العمل 



:ميكرولتر كما يلي50بحجم  PCRتحضير عينة 

Final ConcentrationVolumeComponent

1X25μlPCR Master Mix, 2X 

0.1–1.0μM10μM 0.5–5.0μlupstream (Forward) primer 

0.1–1.0μM10μM 0.5–5.0μldownstream (Reverse) primer

<250ng1–5μlDNA template

N.A.to 50μlNuclease-Free Water



وضبط الجهاز . DNAعينة الـ( تضاعف)لتضخيم  thermocyclerالمحضرة في جهاز PCRوضع عينة الـ

:كما يلي

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
https://labotaq.com/index.php/product/termociclador-96-tubos/
https://labotaq.com/index.php/product/termociclador-96-tubos/


التفكيكDenaturation:95حرارةدرجةفيدقيقة2لمدةالعينةتسخينيتمالبدايةفي، فانالتفكيكمرحلةمناللاحقةالدوراتفيبينمام 

.التفاعللبدأكافيةتكونثانية60-30لمدةم  95الىالحرارةدرجةرفع

الاتحامAnnealing:الالتحامعمليةلتتمثانية60-30لمدةم  55الىالحرارةدرجةتخفض.

الاطالةExtension:شريطبناءعمليةلتتم.دقائق5لمدةم  74-72الىالحرارةدرجةترفعDNAالشريطعلىاعتماداجديدةDNAالقالب.

التبريدRefrigeration:لتقليلوذلكالتفاعل،دوراتانتهاءبعدساعاتلعدةم  4الالحرارةرجةخفضيمكنالثيرموسايكلاجهزةبعضفي

البلمرةانزيمفعالية

الدوراتعددCycle Number:العينةفيالنسخعددكانتاذادورة40الىالدوراتعددزيادةيمكن،دورة30-25لـالجهازيضبطغالبا

.العددقليلةالمستخلصة

∞ 4°C



م  او استخدامها مباشرة 20-بعد انتهاء عملية تضخيم الحامض النووي ، يمكن حفظ العينة في درجة حرارة 

.الكهربائي في الخطوة اللاحقة وهي الترحيل 



الاكاروز في جل PCRالتحقق من البصمة الوراثية ، تمرير عينة الـ : ثالثا
Gel Electrophoresisبالهلامالكهربائي الترحيل -

charged macromoleculesبأنههح حركههة اايونههات والجزيئههات العمحقههة المشههحونة يعرررف الترحيررل الكهربررائي

إذا فه. عنهد تسهليط تيهار كهربهائي(كهحم ااكاروز وهحم متعدد الاكريحمايد)خحل وسط معين ( DNA, RNA, proteins)كالـ

.كان للجزيئة محصلة شحنة سالبة وموجبة، فإنها سوف تهاجر في المجال الكهربائي

molecular geneticsوفهي الوراةهة الجزيئيهة cytologyتستعمل تقنية الترحيل الكهربهائي بشهكل واسهع فهي علهم الخليهة 

يمكن معرفة حجم هذه الجزيئات المفصهولة علهى الههحم خهحل مقارنتهها . macromoleculesلفصل الجزيئات الكبيرة العمحقة 

ل والتي ترحل بموازاة العينة الغير معروفة الحجهم خهحل الترحيهstandard molecular markersبواسمات جزيئية قياسية 

.الكهربائي في الهحم



، أمها الجزيئهات (anodeاانهود )تهاجر وتنجذب إلى القطب الموجهب ( anionاانيون )إن الجزيئة ذات الشحنة السالبة 

( cathodeالكاةود )سوف تهاجر وتنجذب نحو القطب السالب ( cationالكاتايون )ذات الشحنة الموجبة 

هههذه الةقههوب بإعاقههة حركههة وتقههوم ، (microscopic pores)يههتم الترحيههل فههي هههحم يتكههون مههن ةقههوب مجهريههة دقيقههة 

لةقوبح الدقيقة، حيهث إن الجزيئهات الصهغيرة والمدمجهة تههاجرsieving effectالجزيئات المختلفة من خحل التأةير المنخلي 

أةنهها  frictional resistanceبشههكل أسههرل خههحل الهههحم مقارنههة مههع الجزيئههات الكبيههرة والتههي تواجههح مقاومههة احتكاكيههة 

.gel meshworkحركتها في شبكة الهحم الدقيق 

وتينهات، أمها البر. شحنة سالبة أصيلة بسبب عمودها الفقري المحتوي علهى الفوسهفاتRNAوالـ DNAتحمل جزيئات الـ 

بروتينهات فقهط، ولههذا وبالنسهبة لل. فإنها تحمل شحنات مختلفة على سطحها باختحف شحنات ااحماض اامينية الموجودة فيها

.فان محصلة شحنة الجزيئات تلعب دوراً مهماً في حركتها في الهحم



:في الهلامDNAالعوامل التي تتحكم بحركة جزيئات الـ 

(فيما إذا لو كانت سالبة أو موجبة)chargeالشحنة -1

فالجزيئهات الصهغيرة تتحهرلا خهحل الههحم بسهورة أسهرل مهن الجزيئهات )formula weightحجمهها ووزنهها الجزيئهي -2

(الكبيرة

(س بالعكسكلما كان حجم الةقوب صغيراً كلما كان ذللا محئماً لفصل الجزيئات الصغيرة والعك)pore sizeحجم الةقوب -3

يسهتخدم التيهار الكهربهائي العهالي للفصهل السهريع )the strength of the electrical fieldالتيهار الكهربهائي قهوة -4

أمها التيهار . يهحللجزيئات الصغيرة بشكل عام على ألا يكون التيار عالي جدا ان هذا يؤدي إلى تحطم الجزيئات عند تعرضهها إل

مها التيهار الهواطئ جهداً الواطئ فيستخدم عادةً لفصل الجزيئات الكبيرة التي تتشوه لان استخدام التيار العالي يؤدي إلهى تشهوهها أ

لانتشهار فيؤدي إلى زيادة وقت الترحيل، وكلما ازداد وقهت الترحيهل ازدادت نسهبة تعهرض حهزم الجزيئهات المرحلهة إلهى حالهة ا

band diffusionوالذي هو غير مرغوب بح أةنا  عملية الترحيل في الهحم.



أنواع الحمض النووي

linearالنووي الخطي الحمض 1.

ويقسم الى نوعينcircularالحمض النووي الدائري 2.

.A الحمض النووي الدائري المغلقclosed

.B الحمض النووي الدائري المفتوحopened

DNAةنائية الشريط بشكل مختلف اعتمادا على كون الـ DNAتهاجر جزيئات الـ 

عهى تهاجر الجزيئهات الخطيهة عبهر ةقهوب الاكهاروز بشهكل يشهبح حركهة الاف. linearو خطي circularدائري 

(CCC)أمهها الجزيئههات الدائريههة المغلقههة تسههاهميا . مههن خههحل الةقههوب covalently closed circular 

molecules فانهها مدمجهةcompactوغالبها مها تههاجر الجزيئهات. أكةهر لهذا تههاجر عبهر الةقهوب بسههولة أكبهر

.CCCالخطية ببط  مقارنة بجزيئات الـ 

ات ثلاث جزيئشكل يبين ترحيتل  

DNA  إلا أنها التسلسل لها نفس

تختلف بالشكل فقطت 



ئي الادوات الواجب توفرها لغرض الترحيل الكهربا
في هلام الاكاروز

اادوات الواجب توفرها لغرض الترحيل الكهربائي في هحم ااكاروز؟ماهي 

:electrophoresis chamberغرفة ترحيل كهربائي 1.

ويتكون من بحستلا نفاذ لحشعة فوق , والذي يتوفر بحجوم متعددة: gel casting trayم وعا  صب الهح2.

حم ةم يزال قبل صب اله( في حال عدم توفر الماسكات النموذجية) تغلق النهايات الحرة بشريط شفاف . UVالبنفسجية 

الشريط قبل القيام بعملية الترحيل الكهربائي 

المراد DNAوهي ااماكن التي توضع فيها عينات الـ)Wellsوهي اداه تستخدم لتكوين الحفر : combالمشط 3.

 ً (  ترحيلها كهربائيا

وههو محلهول ناقهل للتيهار الكهربهائي، حيهث يعمهل علهى نقهل : electrophoresis bufferدارئ الترحيهل الكهربهائي 4.

الههدائرة التيههار الكهربههائي بههين القطههب الموجههب والقطههب السههالب، ولههولا وجههود الههدارئ لمهها انتقههل التيههار ولمهها اكتملههت

:يكون الدارئ المستخدم بنوعين. الكهربائية

tris-acetate-EDTAويتكون من المكونات TAEدارئ -

tris-borate-EDTAويتكون من مكونات TBEدارئ -



ي في الحفرة المراد ترحيلهها ففه" تسقط"لكي يسمع للعينة بأن ( Glycerolكليسيرول )يتألف من مكون أساسي كةيف : loading bufferدارئ التحميل 1.

وخروجهها مهن الحفهرة، امها فهي حالهة اسهتخدام دارئ التحميهل فهي حالهة ترحيهل DNAحالة عهدم اسهتخدام دارئ التحميهل سهيؤدي ذلهلا الهى ارتفهال عينهات 

الموقهع السهفلي وههذا بهدوره DNAمةح فإنح وبسبب الكةافة النوعيهة العاليهة للكليسهيرول فإنهح سهيحتل الموقهع العلهوي مهن الحفهرة بينمها سهيحتل الهـDNAالـ

. في الهحمDNAسيعمل على تةبيت جزيئات الـ

(. 002Mز0بتركيز EDTA-Na2)و ( 089Mز0بتركيز  Boric)، ( 089Mز0بتركيز Tris-base)من ( TBE 1x)التحميل ~ يتكون دار2.

فهي الههحم وبالتهالي تحهدث فيهح حالهة انتشهار DNAوفي حالة عد وجود الكليسرول أو أي مادة كةيفة أخرى فان هذا قد يؤدي بدوره إلهى عهدم تةبيهت الهـ 

diffusion . ويتألف دارئ الترحيل كذللا من صبغة او صبغتين للتعقبtracking dyes مةل(bromophenol blue وxylene cyanol ) والتي

يسههل لنها معرفهة دوره تهاجر في الهحم مع العينة وتسمع بمراقبة العينية ومعرفة المسافة التي قطعتها العينات أةنا  ترحيلهها كهربائيها فهي الههحم، وههذا به

.توقيت انتها  الترحيل

مهن DNAمعرفهة مواقهع جزيئهات يهتم .مل مها  مقطهر50غرام من الصبغة في 25ز0يحضر باذابة : Ethidium bromideصبغة بروميد الاةيديوم 1.

 planarوالتهي ههي عبهارة ل جزيئهة مسهطحةخهحل التصهبيو وههو عهادة مها يحهدث باسهتخدام صهبغات مختلفهة وأكةرهها شهيوعاً صهبغة بروميهد الاةيهديوم 

molecule ترتبط بالـDNA ةنائي الشريط بواسطة التداخلintercalationعندما تدخل الصبغة إلهى منطقهة الهـ . بين أزواجح القاعديةDNA الداخليهة

. من الصبغة الحرة في المحلهولmore fluorescent، والتي تتمةل باازواج القاعدية، فإنها تصبع أكةر تألقاً hydrophobic interiorالكارهة للما  

360-300بطول موجي UV transluminatorويمكن رؤية هذا التألق باستخدام جهاز  nm .

زان الحادث في انح يستخدم في معرفة مقدار الات, وهو تركيب يشبح البوصلة، وهو ليس بالمكون ااساسي لوحدة الترحيل الكهربائي: balanceالموازن 2.

وهذا يعمل على عدم , سيكون غير متساويا DNAوذللا انح لو كانت المنضدة غير متزنة فان الهحم المرحل عليح ال . المنضدة التي يوضع عليها الهحم 

.DNAتوزيع التيار الكهربائي بصورة متساوية على الهحم وبالتالي فان عملية الهجرة لا تعكس الوزن الجزيئي الصحيح لجزيئات الـ



الأكاروزهلامفيالكهربائيالترحيلخطوات

علهى الطاولهة مهع وتجري عملية اللحام عادة لمنع تسرب الهحم خحل عمليهة الصهب، يوضهع الوعها  بوضهع افقهي. أو بالماسكات المتوفرة مع الوعا , حافات وعا  صب الهحم بشريط شفافتلحم 1.

مراعاة حالة الاتزان اافقي 

.لملئ غرفة الترحيل الكهربائي ولتحضير الهحم( TBEمةل )تحضر كميات كافية من دارئ الترحيل الكهربائي، 2.

. ذات سهدادة رخهوة علهى أن لا يحتهل حجهم الهدارئ أكةهر مهن نصهف حكهم القهارورةFlaskأضف كمية مناسبة من مسحوق الاكاروز إلى كمية محسوبة مهن دارئ الترحيهل الكهربهائي فهي قهارورة 3.

. TBE.داكئمل من 100في المسحوق  غرام من 0.2بإذابة % 2يحضر هحم الاكاروز بتركيز 

تخلهق جبههات تلهى pHوفهي ااس الهيهدروجيني ionic strengthمن المهم استخدام نفس الدارئ في غرفة الترحيل الكهربائي وفي الههحم لان الاختحفهات البسهيطة فهي القهوة الايونيهة : مححظة4.

.DNAالهحم تؤةر تأةيراً كبيراً على حركة جزيئات الـ

مئوية الى ان يذوب الاكاروز 100ةم سخن القارورة بحمام مائي بدرجة حرارة . يجب التأكيد على رخاوة سداد القارورة. اغلق فتحة القارورة برخاوة5.

ان . (مللتيهر/ملغهرام0.5مهايكرولتر مهن صهبغة الاةيهديوم بروميهد ليصهبح تركيزهها النعهائي 5وضهع ) (وتمزج جيداً مئوية، ةم تضاف صبغة بروميد الاةيديوم 60برد المحلول إلى درجة حرارة 6.

أمها . فهي أي وقهت مهن أوقهت الترحيهل الكهربهائيDNAأمها الجانهب اجيجهابي فههو قهدرة الباحهث علهى تعقهب موقهع عينهة الهـ. إضافة صبغة بروميد الاةيديوم لها جانبين احدهما إيجابي وااخر سلبي

.فعاليتها البايلوجيةDNAوهذا قد يفقد جزيئات الـDNAبسبب تداخل الصبغة في جزيئات الـDNAالجانب السلبي فيتمةل في احتمال تشوه عينات الـ

مهع مححضهة وجهود مسهافة كافيهة بهين قاعهدة الوعها  والمشهط لان . فوق وعا  صب الهحم لكي تتكهون حفهرة كاملهة عنهد إضهافة الاكهاروزmm( 1.0-0.5)يوضع المشط بارتفال : وضع المشط7.

.الى ااسفل ما بين الصفيحة والهحمDNAسيؤدي ذللا الى تسرب عينات اقتراب المشط من قاعدة الوعا  سيزيد من احتمالية تمزق الهحم من ااسفل عند سحب المشط وبالتالي 

، افحهص الههحم للتأكهد مهن mm( 5-3)ين ا بهاسكب محلول الهحم الساخن في وعا  الصب، ويكون الصب بهدو  تجنباً لحدوث فقاعات تؤةر على عملية الترحيل، ويجب ان يكون سملا الههحم مه8.

.  عند مروره بهاDNAلان وجودها يعمل على تحطيم الـair bubblesخلوه من الفقاعات 

.  رفع المشط بحذر وترفع الماسكات أو الشريط عن وعا  الصب. دقيقة بدرجة حرارة الغرفة( 45-30)بعد تصلب الهحم بشكل كامل 9.

.loading bufferمع دارئ التحميل DNAتخلط عينات 10.



فههي الحفههر ويوضههع الوعهها  فههي غرفههة micropipetteتوضههع العينههات الممزوجههة مههع دارئ التحميههل باسههتخدام 1.

.الترحيل

حيهث ان . فقهط عهن الههحم1mmاضف كمية كافية من دارئ الترحيل الكهربهائي إلهى أن يرتفهع الهدارئ بمقهداز 2.

الناتجة فمهةح قهد ينحهرف شهكل الحزمهة الناتجهة الهى DNAارتفال الدارئ أكةر من ذللا سيؤدي الى تشويح حزم الـ

أمها إذا كهان ارتفهال الهدارئ اقهل مهن smiled bandsشكل مائل فتدعى الحزم بههذه الحالهة باسهم الحهزم المبتسهمة 

(0.5 )mmفان ذللا يؤدي الى جفاف الهحم وفشل عملية الترحيل الكهربائي.

نحهو DNAةهم يوضهع القطبهين الكهربهائيين بحيهث يههاجر الهـ, على غرفة الترحيل الكهربهائيlidيوضع الغطا  3.

.  وعند التوصيل الصحيح فان ذللا سيولد فقاعات( القطب ااحمر)اانود 

ا  مههن غرفههة وتههزال ااقطههاب الكهربائيههة ويرفههع الغطهه, بعههد انتههها  الترحيههل الكهربههائي، يطفههأ التيههار الكهربههائي4.

يرفع وعا  صب الهحم . الترحيل الكهربائي

DNAليتم مشاهدة عينات الـ , UV transluminatorيوضع وعا  صب الهحم في غرفة جهاز 


