
 المختبر الخامس

 اعداد مدرس مساعد هاله مهدي حمد
 كلية العلوم قسم علوم الحياة

 علوم الحٌاة: المسم

 جزٌئً عملً باٌولوجً: المادة
 الكوثرةتفاعلات : عنوان المختبر

 وزارة التعلٌم العالً والبحث العلمً

 جامعة الانبار

 كلٌة العلوم



 تضاعف المادة الوراثيت
 من العدٌد بمساعدة الحٌة الخلٌة داخل الوراثٌة المادة تضاعف ٌحدث

 .الخلاٌا وانمسام نمو اثناء متكافئة تعمل والتً والبروتٌنات الانزٌمات

 على تعمل حٌثُ  الجزٌئً، الأحٌاء علم فً واسع   بشكل   مُستعملة   طرٌمة   هً
 الرٌبوزي النووي للحمض خاصة   عٌنة   من النسُخ لملٌارات سرٌع   إنتاج  

 من جدًا صغٌرة   عٌنة   أخذ من العلماء ٌمُكن مما ،(دنا) الأكسجٌن منموص
 التفاعل هذا ٌعُتبر .بالتفصٌل لدراستها تكفً كبٌرة   كمٌة   إلى وتضخٌمها الدنا
 الدنا من لدٌمة عٌنات   تحلٌل وتتضمن الجٌنٌة، الفحوصات من للعدٌد أساسًا
 .للعدوى المُسببة العوامل وتحدٌد

 .الحراري التدوٌر على المتسلسل البولٌمراز تفاعل طُرق مُعظم تعتمدُ 
 التسخٌن من مُتكررة لدورات   المتفاعلة المواد الحراري التدوٌر ٌعُرض
 الحرارة، درجة على تعتمد مختلفة   تفاعلات   بحدوث ٌسمحُ  مما والتبرٌد،
 .بالإنزٌم المُحرن الدنا وتنسخ النووي الحمض انصهار خصوصًا

 

 





 خارج الاوظمت الحيت الكوثرةتفاعلاث 

 المستفٌضة الدراسات وبعد المنصرم المرن ثمانٌنات نهاٌة فً•

 عملٌة محاكاة امكن DNA النووٌة الحوامض تضاعف لعملٌة

 الاختلافات بعض مع ولكن الحٌة الانظمة خارج التضاعف
 .PCR الكوثرة تفاعلات لتظهر

  تضخٌم انها على الكوثرة تفاعلات تعرٌف وٌمكن•
Amplification اجزاء من خارج كثٌرة نسخ عمل اي 

 لوغارٌتمً بممٌاس الحً النظام خارج DNA ال من معٌنة

  .تزاٌدي او



 الكوثرةمختصر عمليت 
 -:مه الاتي الكوثرةيتكون خليط عمليت 

 .كوثرته المراد الهدف اي DNA نموذج•

 نهاٌتً تلائم والتً تضخٌمه المراد للجزء اٌمن والاخر اٌسر احدهما Primer المبادئ من زوج•

 .المستهدفة المطعة

 اشرطة واتخاذ البوادئ لإطالة بالبناء البدء لغرض DNA (DNA Polymerase) كوثرة انزٌم•

   .البوادئ لإطالة النٌتروجٌنٌة المواعد اضافة فً الٌها ٌستند كموالب الهدف

 Deoxynucleotide الاوكسجٌن منموصة الفوسفات ثلاثٌة النٌوكلٌوتٌدات من متساوٌة نسب•
triphosphate (dNTPs) الاربعة (C. T. G. A.)  ًوالتً البادئ لإطالة بناء كأحجار تعمل الت 

 .الكوثرة انزٌم ٌضٌفها

 الحفاظ طرٌك عن الكوثرة تفاعل لحدوث مثلى الكٌمٌائٌة الظروف لجعل Buffer دارئ محلول•

 .pH الهٌدروجٌنً الرلم فً التغٌر ورديء التفاعل لمكونات المصوى الفعالٌة على

 وتكون التكافؤ احادٌة اخرى واٌونات Mg مغنٌسٌوم اٌونات تكون وعادة التكافؤ ثنائٌة اٌونات•

 .K البوتاسٌوم اٌونات عادة

 .التفاعل اداء لتحسٌن الاحٌان بعض فً تستعمل التً المضافات بعض•

 





 المزدوجة الاشرطة فصل لغرض م95ᵒ-90 بمدى عالٌة حرارة درجة الى الخلٌط تسخٌن البداٌة فً ٌتم•

 الاواصر تكسٌر طرٌك عن Denaturation المسخ حصول اي بالنموذج الخاصة DNA ال لجزٌئة

 .لهما المكونة النٌتروجٌنٌة المواعد بٌن توصل والتً ببعض الشرٌطٌن تربط التً الهٌدروجٌنٌة

  كافٌة فرصة اتاحة لغرض ثانٌة 30 عن تمل لا لمدة مᵒ 68-50 بٌن ما مدى الى الحرارة درجة ترفع بعدها•

 المرحلة هذه وتسمى النٌتروجٌنٌة المواعد تكامل على اعتمادا الهدف اشرطة مع للارتباط المستعملة للبوادئ
 .Annealing بالالتحام

 الهدف وطول المستعمل الكوثرة انزٌم نوع على اعتمادا م72ᵒ-68 حوالً الى الحرارة درجة رفع ذلن ٌلً•

 هذه واثناء .عالٌة حرارة درجات تتحمل التً الانواع من المستعملة الانزٌمات وتكون  .غٌرها اخرى وامور

 من ٌكملها ما الى استنادا البادئ اطالة من الناشًء الشرٌط على (dNTPs) النٌوكلٌوتٌدات اضافة ٌتم المرحلة

 .الاطالة عملٌة لتحدث .الهدف او المالب الشرٌط على المواعد

 والدراسة الكشف لعملٌات كافٌة (الهدف) DNA من كمٌة الى الوصول لحٌن مرات عدة السابمة الخطوات تعاد•

 .وخفضها الحرارة رفع عملٌات من لكل اللازمة المدة فٌها بما دلائك 5 حوالً دورة كل وتستغرق

 هو الاستعمال والواسعة اهمها ومن طرٌمة من اكثر باستعمال التفاعل نواتج عن الكشف الى ٌصار ثم•
 .Gel Electrophoresis الكهربائً الترحٌل
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