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 1 الصفحة التقانات الحيوية

 لواعد الأمان فً المخبر

ٌعد الالتزام بشروط الأمان أثناء العمل فً تجارب ومخابر البٌولوجٌا والوراثة الجزٌئٌة مسإولٌة كلل طاللب وبا لذ و للا  ًا لا  

 التً قد تإدي إلى إصابات مإلمة وخطٌرة.على سلامته وسلامة الآخرٌن، ولتجنب ال وادذ 

لل د من المخاطر التً ٌمكن أن ٌتعرض لها البا ذ فً المخبر، لا بد بداٌة من التعرف على المواد والأجهزة التً تسلتخدم بكثلرة 

 فً مخابر التقانات ال ٌوٌة، والتً ٌجب التعامل معها بالكثٌر من ال ٌطة وال  ر.

 والمواد المسرطنة: المواد المسببة للطفرات -1

وتسلتخدم لأدلداف مختلًلة فلً المخبلر، ملواد م دثلة للطًلرات وقلد تكلون  DNAتعتبر أغلب المواد الكٌمٌائٌة التلً تلرتبط ملل ال 

 . Ethidium bromideمسرطنة، من أدم الأمثلة علٌها مادة بروم الاٌثٌدٌوم 

، سواء فً الهلامات أثناء عملٌة RNAوال  DNAبهدف كشف ال  تستخدم د ه المادة بشكل كبٌر جدا فً مخابر التقانات ال ٌوٌة

تبعا  لبنٌتها وكثافتهلا وبوجلود كللور السلٌزٌوم،  DNAالر لان الكهربائً، أو فً الأنابٌب أثناء عملٌات تنقٌة أنواع مختلًة من ال 

 أو غٌردا من التقنٌات.

 من الا تٌاطات المتبعة عند التعامل مل بروم الاٌثٌدٌوم:

 ارتداء القًازات الطبٌة عند وزن كمٌات من بروم الاٌثٌدٌوم لاستخدامها فً ت ضٌر الم الٌل واستخدامها فً عملٌات التلوٌن. -

ًٌضل وضل كمامة على الأنف والًم أثناء التعامل مل بروم الاٌثٌدٌوم ودو على شكل مس وق أو بودرة وًٌضل أن ٌكون العمل  -

 ضمن سا بة غازات.

تسربها لأي  لم الٌل المستخدمة من بروم الاٌثٌدٌوم مباشرة فً الأ واض كً لا ت دب إلى مٌاه الصرف الص ً لمنللا ترمى ا -

 قل أو ماء مخزن أو ...الخ، وإنما لا بد ملن معاملتهلا بطلرق معٌنلة لتخللٌح الم الٌلل ملن النسلبة الع ملى ملن بلروم الاٌثٌلدٌوم، 

 النشٌط أو غٌردا.كتمرٌر د ه الم الٌل على طبقة من الً م 

منًصللة وتعاملل  الهلامات التً تلون ببروم الاٌثٌدٌوم لا ترمى بعد الانتهاء من ت لٌلها مل القمامة العادٌة وإنما ترمى فً أكٌلا  -

 معاملة خاصة.

اللر لان الكهربلائً ًٌضل تلوٌن الهلامات ببروم الاٌثٌدٌوم بعد نهاٌة الر لان الكهربائً وعدم إضافة بروم الاٌثٌدٌوم إلى سائل  -

 و لا لتجنب تلوذ أجهزة الر لان الكهربائً به ه المادة.

ب ال سقوط د ه المادة على الأرض أو على طاولات العمل، فان الم ارم الورقٌة التً تستخدم بتجًٌف ما سقط منها، ترمى فلً  -

 .أكٌا  قمامة خاصة بها ولٌ  مل باقً قمامة المخابر

 لمؤذٌة والسامة والحارلة:المواد الكٌمٌائٌة ا -2

   دناا بعض المواد السامة أو المخرشة للجهاز التنًسً والتً تستخدم بكثرة فً ت الٌلل اللDNAمنهلا ملادة الأكرٌلامٌلد ، نل كر 

عملٌللة الللر لان الكهربللائً العللامودي.  فللً DNAالتللً تسللتخدم لتجهٌللز الهلامللات التللً تسللتخدم كؤوسللاط لت مٌللل عٌنللات ال 

العصلبً عنلد اسلتخدامها بشلكل مسل وق أو بلودرة  المادة بؤنها مخرشة للجهلاز التنًسلً وتسلبب اضلرارا  للجهلازتتصف د ه 

الكمامات والتعامل معها بوجود سا بة الغازات، كما ٌجب تجنلب تللوذ  لكونها تتطاٌر فً الجو الم ٌط، ل لا لا بد من وضل

للر لان الكهربلائً بهلا ملن خللال اسلتخدام القًلازات المطاطٌلة، وتنتهلً إ ابتها بم للول ا الأٌدي عندما تكون ب الة سائلة بعد

 بلمرتها( وتت ول إلى ال الة الجامدة )الصلبة(.(عملٌة تكاثًها  خطورتها بعد أن تتم

 ٌراعى تجنب ال روق بالًٌنول، و بالأ ماض والقلوٌات.....الخ 

 ت ً  د ه المواد بعبوات مناسبة وبطرٌقة م كمة الاغلاق. 
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 2 الصفحة التقانات الحيوية

 الأشعة فوق البنفسجٌة: -3

تعتبر الطاولة المصدرة للأشعة فوق البنًسجٌة إ دى مصادر الأ ٌة للبا ذ،  ٌذ تإثر عند الن ر إلٌها مباشرة على ن ره لدرجة 

 كبٌرة قد تإدي لًقدان البصر فً ال الات القصوى، كما أنها تسبب ال روق للجلد عند تعرضه لًترة طوٌلة نسبٌا .

أضراردا من خلال استخدام الن ارات الواقٌة أو الأقنعة المصنوعة من مواد تسمح بالرإٌلة وت لد ملن ملرور الأشلعة ٌمكن تجنب 

 من خلالها ووصولها لأعٌننا أو لجلدنا وبشرتنا.

 أجهزة الرحلان الكهربائً:  -4

علالً الشلدة، وبالتلالً ٌجلب التؤكلد  وخاصة تلا المستخدمة فً عملٌات الر لان الكهربائً العمودي،  ٌذ ٌستخدم تٌلار كهربلائً

 من وضعه بمكان جاف بعٌد عن أماكن استخدام وتجمل المٌاه.

خ  الا تٌاطات والتؤكد من عدم تسرب السوائل ملن أجهلزة اللر لان الكهربلائً، وعلدم تلرا أغطٌلة أجهلزة اللر لان أك لا ٌجب 

 جافة. كانت الأٌديإ ا ٌل الأجهزة إلا الكهربائً مًتو ة ودً موصولة بالتٌار الكهربائً، وك لا عدم تشغ

 السخانات الكهربائٌة ذات المحرن المغناطٌسً: - 5

درجة مئوٌة، وٌجب الانتباه عنلد الانتهلاء ملن اسلتخدام  022تستخدم لتسخٌن وإ ابة بعض المواد، ترتًل درجة  رارتها لأكثر من 

 لا ٌبرد بسرعة( لتجنب أ ٌة أي زمٌل اخر بالمخبر.الجهاز ان ٌترا ما ٌشٌر لارتًاع درجة  رارتها )لكون الجهاز 

بالإضافة لما سبق، دناا بعض الإجراءات التً ٌطلب الالتزام بها لرفلل مسلتوى الأملان فلً مخلابر التقانلات ال ٌوٌلة بشلكل علام، 

 مثل:

لتجنلب التللوذ  ة وا لدة فقلط(القًازات البلاستٌكٌة التلً تسلتخدم لملر -ارتداء لبا  المخبر باستمرار )المعطف الابٌض المخبري -

 بالم الٌل والماد الملونة والصبغات.

العملل فلً  عدم تناول الطعلام والشلراب أثنلاء العملل، كل لا ٌمنلل التلدخٌن، ونلزع العدسلات، ووضلل الأقللام التلً تسلتخدم أثنلاء -

 المخبر فً الًم و لا لتلافً التلوذ بؤي من المواد الضارة أو السامة أو المسرطنة.

سلقوط أي منهلا  نب ارتداء الأ  ٌة المًتو ة من الأمام لتلافً ال روق ببعض السوائل الساخنة أو ال امضلٌة أو القلوٌلة ب لالتج -

 عند الت ضٌر، ك لا ٌطلب تجنب ارتداء الكعب العالً لتؤمٌن سهولة وسرعة ال ركة عند التعرض لأي  ادذ مًاجئ فً المخبر.

درجلة مئوٌلة، والتلً قلد  022اولات التسلخٌن الكهربائٌلة التلً قلد تتجلاوز درجلة  رارتهلا ال الانتباه لعدم وضل الأٌدي على طل -

تكون قٌد الاستعمال أو بعد الاستعمال مباشرة و لا تجنبا  لل روق، وب ال انتهائا من استخدام د ه السلخانات للتلو، ًٌضلل وضلل 

 فً المخبر. ما ٌشٌر إلى أن درجة  رارتها ما زالت مرتًعة لٌتجنبها الآخرون

منل س ب السوائل بالماصات باستخدام الًم منعا باتلا ، لتجنلب المخلاطر التلً تلنجم علن أبخلرة بعلض السلوائل المخرشلة للجهلاز  -

 التنًسً، وك لا لتجنب وصول الم الٌل ال ارقة، أو السامة أو المسرطنة إلى الًم ومن ثم إلى الجهاز الهضمً.

 بنًسجٌة بدون ن ارات او قناع.تجنب الن ر الى الاشعة فوق ال -

 مراعاة غسل الأٌدي قبل مغادرة المخبر. -
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 عملها ومبدأ الجزٌئٌة البٌولوجٌا مخابر فً المستخدمة الأجهزة أهم

 DNA ال جزٌئلة ومقارنلة وت لٌلل دراسلة عللى تعتملد التلً ال ٌوٌلة التقانلات تجلارب وبالت دٌلد الجزٌئٌلة البٌولوجٌلا تجارب ت تاج

 .الدراسات من النوع د ا لتنًٌ  اساسٌة تعتبر والتً والادوات الاجهزة من لمجموعة

 .مخابر التقانات ال ٌوٌة فً الجزٌئٌة الوراثة مخبر فً لدٌنا والمتوفرة المستخدمة الاجهزة أدم على الجلسة د ه فً سنتعرف

 Water Bath :المائً الحمام 1-

 علدة لله المطلوبلة، الدرجة على ثباتها لٌإمن من م مل ال رارة درجة لرفل مصدر على وٌ توي ماء على ٌ توي  وض عن عبارة

 .وا جام اشكال

 وملزود الخلارجً الجلو  لرارة علن الملاء  لرارة علزل ٌلإمن الجلدران مزدوج ستٌل الستانل  من  وض عن عبارة المائً ال مام

 بمًتلا  ٌتصلل بل راع مرتبطلة مت ركلة عربلة عللى باللداخل ال لوض ٌ لوي ممكنلة، فتلرة لأكبر ال رارة درجة على لٌ اف  بغطاء

 العٌنلات م توٌلات وتجلان  ت رٌلا على ولٌساعد بال وض الماء  رارة تجان  لٌإمن ال ركة لسرعة م دد مل الخارج من تشغٌل

 .بال وض الم ضنة

 .المطلوبة ال رارة ومراقبة لاختٌار الخارج من الجهاز على ومإشر بمًتا  مرتبطة تسخٌن وشٌعة على الجهاز ٌ توي

 زمنٌلة لًتلرة و للا العملل ملن الهدف ٌناسب بما للعٌنات المطلوبة ال رارة درجة لتؤمٌن العٌنات ت ضٌن ز:الجها استخدام من الغاٌة

 .الت رٌا عملٌة خلال من العٌنة وم توى  رارة تجان  لتؤمٌن بالإضافة م ددة،

 واصلل بًاصلل ومتصلل ال لرارة درجلة عللى ٌلدل بمسلبر مرتبطلة التسلخٌن عملٌلة تلإمن وشلٌعة وجلود :بالعملل الأساسلً المبلدأ

 المطلوبلة للدرجلة الملائً بال ملام ال لرارة درجلة تصلل عنلدما أي المطلوبلة، الدرجلة عللى ال لرارة درجلة ثبلات ٌإمن اوتوماتٌكً

 واطًلاء لإشلعال الخلارج ملن بمًلاتٌح ملزود الجهلاز .الم لددة الدرجلة علن ال رارة درجة تنخًض عندما للعمل وٌعود التٌار ٌنًصل

 .ال ركة ٌ دد سرعة لمإشر بالإضافة ال رارة درجات ومراقبة لتوضٌح للو ات اضافة الجهاز

  Centrifuge : المثفلة -2

 وا جلام بقٌاسلات انابٌلب تناسب تجاوٌف ٌ مل )للتغٌٌر قابل ( رأ  علٌه ٌتوضل  امل على جوفه ٌ توي سمٌكة، جدران  و جهاز

 .بها نقوم التً التثًٌل لعملٌة المناسبة ال رارة ودرجة والزمن السرعة، ت دٌد على تساعد لو ات الخارج من ٌ مل .مختلًة

 .البعض بعضها عن المختلًة الكثافات  ات المواد أو الاوساط فصل :الجهاز استخدام من الغاٌة

 معٌنة،  رارة وبدرجات معٌنة زمنٌة ولًترات  ددةوم كبٌرة بسرعات مركزي طرد لعملٌة العٌنات تعرٌض :بالعمل الأساسً المبدأ

 .الأخرى بالأوساط والا تًا الأوساط  بعض استبعاد  لا بعد وٌمكن لكثافتها تبعا   بعضها عن الاوساط لًصل ٌإدي مما

 Spectrophotometer :الضوئً الطٌف ممٌاس  3-

 البٌولوجٌلا بمخلابر ٌلزمنلا العناصلر، دل ه وتركٌلز ملا م للول فلً معٌنلة عناصلر وجود على التعرف دو :الجهاز استخدام من الغاٌة

 .استخلاصها تم التً الكمٌة وبالتالً تركٌزه ومعرفة ما عٌنة من المستخلح DNA ال نقاوة على للتعرف اساسً بشكل

 الاشلعة كمٌلة معرفلة عللى عتملدٌو  )المدروسلة للمادة مناسبة ( م ددة موجات بؤطوال لأشعة العٌنة تعرٌض :بالعمل الأساسً المبدأ

 البنًسلجٌة فلوق الأشلعة دلً الممتصة الاشعة النووٌة، للأ ماض وبالنسبة معٌن، موجة طول عند ما مادة جزٌئات قبل من الممتصة

Ultra violet (U.V.) المدروسة العٌنة فً النووي ال مض كمٌة مل طردا   الممتصة الاشعة كمٌة وتتناسب. 

 الامتصلاح وٌكلونة، زوتٌلالآ للقواعلد ال لقٌلة البنٌة وجود بسبب البنًسجٌة فوق الاشعة تمتح النووٌة الا ماض ان المعروف من

 n.m 260.الموجة  طول عند الأع مً
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 فلً DNA ال ملن مٌكروغلرام 50 على ت وي المختبرة العٌنة ان على ٌدل،  =1 الن رٌة للكثافة السبكترومتر جهاز على قراءة كل

 .العٌنة من مل 1

 1000 / التمدٌد عامل x 50 x / الن رٌة الكثافة قراءة = العٌنة من مٌكرولٌتر  DNA /1  ال تركٌز

  280nm موجة طول عند القراءة  260nm/ موجة طول عند القراءة   DNA:ال  نقاوة

 بالبروتٌنات ملوذ وغٌر نقً DNA ل ا ان تعنً (0 -1.8)بٌن النقاوة قٌمة

 PCR ): ال جهاز( الحراري الدوران جهاز - 4

 ملن لملٌلارات علدددا لٌصلل المتطابقلة النسلخ ملن كبٌلر علدد عللى وال صلول DNA ال ملن م ددة قطعة لمكاثرة: الجهاز استخدام

 العٌنلات وتعلرٌض معٌنلة بادئلات ملن زوج اسلتخدام خللال ملن مكاثرتهلا الملراد القطعلة ت دٌلد ٌتم وا دة، جزٌئة من بدءا   الجزٌئات

 السلاسلل سلتطالةوا  تصلنٌل ، DNA بالقاللب البادئلة ارتبلاط ، DNA ال فصلل ( مرا لل 3 ملن منهلا كلل تتلؤلف  رارٌلة للدورات

 .)الجدٌدة

 وكل لا ودقٌقلة م لددة زمنٌلة لًتلرات اللدورات ملن معلٌن علدد لتلؤمٌن الجهلاز ببرمجة تسمح لٌةآ على ٌعتمد :بالعمل الأساسً المبدأ

 ، 56 الى ، 96 من)  ًةالمختل ال رارة درجات بٌن الانتقال عملٌة فً ودقٌقة سرٌعة لٌةآب الجٌد الجهاز ٌتمٌز معٌنة،  رارة بدرجات

 .)متتابل بشكل جدٌدة بدورة البدء ثم ومن م ددة، ولًترات ، 72 ثم

  Electrophoresis :الكهربائً الرحلان جهاز -  5

 تٌلار بوجلود ،)أكرٌلامٌلد بلولًأو اروزأغل دلاملة( وسلط عللى ، الجزٌئلً لوزنهلا تبعلا DNA ال جزٌئلات لًصلل :الجهلاز اسلتخدام

 .م ددة تٌار وبشدة كهربائً ر لان وسائل كهربائً

 ٌجعلل )الشلدة معلروف كهربلائً بتٌلار ٌلزود خلاح جهلاز ملن ( كهربلائً لتٌلار DNA ال عٌنلات تعلرٌض :بالعمل الأساسً المبدأ

 .الجزٌئً لوزنها تبعا الموجب القطب إلى السالب القطب من تهاجر DNA ال جزٌئات

 :Gel documentation والتوثٌك جهاز التصوٌر -6

 علدب   DNA      ال نوعٌلة معرفلة فلً منهلا للاستًادة الصور  و ً DNA ال على والتعرف الهلامات لتصوٌر : الجهاز استخدام

 .معٌنة افراد من DNA قطل بٌن الاختلافات لكشف او الاستخلاح

 .استخلاصها تم التً الكمٌة وبالتالً تركٌزه ومعرفة ما عٌنة من المستخلح DNA ال نقاوة على للتعرف

 .مختلًة تقنٌات باستخدام المدروسة الافراد DNA بٌن الاختلافات لدراسة

 معامللة الهلاملة تكلون وان معٌنة شاشة الى الصورة لنقل والٌة اوكامٌر البنًسجٌة فوق للأشعة مصدر وجود :بالعمل الأساسً المبدأ

 التلود  شلدة وتتناسلب البنًسلجٌة فلوق للأشلعة بتعرٌضله ٌتلود  معقلد وٌشلكل DNA ال جزٌئلة صلمن ٌدخل ال ي الاٌثٌدٌوم ببروم

 .الهلامة على DNA ال كمٌة مل طردا  

 Shaker :الافمً الهزاز  - المتحركة الطاولة

 الا ملاض باسلتخلاح سلواء العملل، ملن مختلًلة مرا لل اثنلاء المختلًلة المكونلات تجلان  وتلؤمٌن العٌنلات لملزج :الجهلاز استخدام

 .العمل ل روف المناسبة السرعة اختٌار ٌمكن .الاٌثٌدٌوم ببروم التلوٌن او النووٌة
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 عزل الأحماض النووية
(DNA-RNA  ISOLATION) 
ق العلمٌة فً تغٌٌر التركٌب الوراثً والت كم ا  بهندسة المورثات من أ دذ الطرتعتبر الهندسة الوراثٌة أو ما ٌعرف أ ٌان

إنسان( مل إضافة بعض المورثات  ات الصًات الاقتصادٌة الهامة وبطرٌقة  – ٌوان  –بالصًات الوراثٌة للكائن ال ً )نبات 

 سرٌعة بهدف زٌادة الإنتاج الزراعً وال ٌوانً كما  ونوعا .

( والتلً تعتبلر الخطلوة DNA-RNAعلزل واسلتخلاح الأ ملاض النووٌلة ) إن الخطوة الأولى فً برنام  الهندسة الوراثٌلة دلً

 الأولى لت لٌل بنٌة الجٌنوم وتعبٌر و ائف المورثات عند جمٌل الكائنات ال ٌة.

 % من التقانات ال ٌوٌة تبدأ باستخلاح الأ ماض النووٌة92 والً 

 ( تإثر بشكل مباشر على سلامة العمل.DNA-RNAكمٌة ونوعٌة وسلامة )

 نماط ٌجب أخذها بعٌن الاعتبار:

 لا توجد طرٌقة كاملة )بدون ملا  ات( .1

 لكل طرٌقة مٌزات وعٌوب .0

 دناا مجموعة من بروتوكولات العمل .3

 اختٌار طرٌقة العمل ٌعتمد على : .4

 الهدف -1

 بلاسمٌد( –)نووي  DNAنوع ال مض النووي                            -0

RNA                                                                              ًرسول ( –)كل 

 الكمٌة المطلوبة من الأ ماض النووٌة -3

 نوعٌة الأ ماض النووٌة وتإخ  باتجادٌن                     سلامة الأ ماض النووٌة -4

 

 تلوثها بالبروتٌنات أو بؤي جزٌئات أخرى غٌر مرغوبة                                                                  

 صفات الطرٌمة الجٌدة والفعالة:

 تعطً كمٌة جٌدة من الأ ماض النووٌة بدون تلوذ -1

 اغٌر انتخابٌة وتسمح باستخلاح مع م الأ ماض النووٌة الموجودة فً الخلاٌ -0

( ٌجب تجنلب DNAلا تإثر على البنٌة الًٌزٌائٌة والكٌمٌائٌة للأ ماض النووٌة ولا تإدي إلى تًكٌكها، فعند استخلاح ) -3

 (DNAالط ن المٌكانٌكً كما ٌجب أن تكون أنزٌمات العمل خالٌة من المواد المًككة لل )

 سرٌعة وبسٌطة وكلما زادت سرعتها وبساطتها كانت أفضل -4

 (:DNAلاص ال )ما الممصود باستخ

( وٌمثل جمٌل المعلومات الوراثٌة فلً الكلائن DNA( عن باقً مكونات الخلٌة وال صول على م لول ٌ توي )DNAدو فصل )

 ال ً المراد دراسته.

 ( المدروس:DNAمعلومات عن )

 % من  جم مكونات الخلٌة 1ٌشكل  -1

بٌنما عند بدائٌات النوى فهلو كروملوزوم  لقلً  لر % من  جم النواة 92عند  قٌقٌات النوى ٌوجد ضمن النواة وٌشغل  -0

 ضمن السٌتوبلاسما
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 %( من كتلة الًاج أو الًٌرو  وغالبا  م اط بمعطف بروتٌنً 52 -%32ٌشكل  ) -3

 ( عن باقً مكونات الخلٌة الأخرى بسبب ال جم الضخم لجزٌئة DNAمن السهل فصل ) -4

 

عضللاء ودللً النللواة والصللانعات الخضللراء والمٌتاكونللدرٌا وللل لا فلل ن ( فللً أDNAفللً الخلٌللة النباتٌللة توجللد المللادة الوراثٌللة )

 استخلاح المادة الوراثٌة ٌعنً عزلها من د ه الأعضاء و لا ٌتطلب عزل د ه الأعضاء عن بقٌة أجزاء الخلٌة.

لإضلافة إللى أن إن عزل المادة الوراثٌة من النواة أمر سلهل لكلن ملن الصلعب عزلهلا  ملن الصلانعات الخضلراء والمٌتاكونلدرٌا با

 الصانعات الخضراء لا توجد فً جمٌل الخلاٌا )توجد فقط فً الخلاٌا النباتٌة(.

 أهمٌة عزل الوراثٌة:

 المادة الوراثٌة  فً ثلاثة أمور: تفٌد عملٌة عزل

 (DNAت لٌل بنٌة الجٌنوم ودراسة تتابل الأس  النٌكلٌوتٌدٌة )

 (RNAدراسة تعبٌر المورثة )

 المورثة )البروتٌن(التعرف على و ائف 

 مراحل عزل المادة الوراثٌة

 ٌتم عزل المادة الوراثٌة وفك ثلاث خطوات تتلخص بالآتً:

 ت طٌم الخلاٌا التً توجد بداخلها المادة الوراثٌة   )ت طٌم( -1

 فصل طبقة الأ ماض النووٌة عن طبقة البروتٌن  )فصل( -0

 )ترسٌب(ترسٌب الأ ماض النووٌة                            -3

 

 (:Cell lysisتحطٌم الخلاٌا ) –أولاً 

دنالا مجموعة من الطرق تسمح بت طٌم الخلاٌا ،واختٌار الطرٌقلة ٌعتملد عللى تركٌلب الخلٌلة ،و تلتم دل ه العملٌلة ب  لدى الطلرق 

 التالٌة:

 ( ٌعمل د ا الانزٌم على  لمهة البروتٌنات.Proteinase- Kالطرٌقة الأنزٌمٌة  ٌذ نضٌف أنزٌم ) -1

المٌكانٌكً ٌتم بواسطة جهاز خلاح ٌعملل عللى مبلدأ الأملواج فلوق الصلوتٌة تقلوم دل ه الأملواج بت طلٌم الجلدر  الت طٌم -0

 الخلوٌة.

 ( DNAالطرٌقة الكٌمٌائٌة ودً الأكثر شٌوعا  تتضمن إضافة م لول استخلاح مإلف من )بالنسبة لل      -3

 ( نضٌف كلور اللٌتٌوم أٌضا  RNA( مل )SDS(   ،  مادة )EDTA(   ، مادة )Trisم لول )

( كما أن د ه التراكٌز أٌضا  تختلف  سب نوع الخلٌة التً ٌتم RNAتكون تراكٌز د ه المواد مختلًة عنها فً م لول استخلاح )

 ( منها. DNAاستخلاح )

 ( من خلاٌا الأوراق تتمٌز بردافتها DNAوعلى افتراض أننا نقوم باستخلاح )

لط ن مصنوع من مادة البورسلان  ٌلذ أنله لابلد تعقلٌم دل ه الجًنلة بوضلعه فلً جهلاز الأوتلوكلاف توضل الأوراق ضمن جًنة ل

 .Cº 125على درجة  رارة 

( وبالتلالً نتٌجلة انخًلاض  196Cº-ممكلن أن نضلٌف ملل الأوراق الموضلوعة فلً الجًنلة ملادة الآزوت السلائل درجلة  رارتله )

درجة  رارته ٌقوم بتكسٌر الجدران الخلوٌة وٌ ول المادة النباتٌة إلى بودرة ثم نضلٌف بعلض  للا م للول الاسلتخلاح ونسلتمر 
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مللل ونضللٌف  125بللالط ن لٌتشللكل مللزٌ  مإلللف مللن المللادة النباتٌللة وم لللول الاسللتخلاح ثللم توضللل فللً أنبللوب اختبللار سللعة 

 ( ثم نقوم بعملٌة التثًٌل.1:1كلوروفورم ) -ل فٌنولمٌكرولٌتر من م لو522

 ً  :عملٌة الفصل-ثانٌا

 تعتمد د ه المر لة بشكل أساسً على الاختلاف فً الخصائح الًٌزٌائٌة بٌن الأ ماض النووٌة والبروتٌنات من  ٌذ:

 الان لالٌة -1

 ال جم ال ي ٌشغله كل منهما -0

  ساسٌة كل منهما للأنزٌمات -3

ة )م بة للماء ( بٌنما البروتٌنات ت وي أ ماض أمٌنٌلة كاردلة للملاء بالتلالً ان لالٌتهلا فلً الملاء منخًضلة الأ ماض النووٌة من ل

 وتن ل بشكل جزئً فً الم الٌل العضوٌة.

كلوروفللورم، نقلوم بللرج العٌنلة مللل بعضللها  -بعلد ال صللول عللى المللزٌ  المإللف مللن المللادة النباتٌلة، م لللول الاسلتخلاح، فٌنللول

دقلائق نلا ل   12دورة/دقٌقلة لملدة  7522وسلرعة  (4Cº)ي عملٌة الطرد المركزي )التثًٌل( عللى درجلة  لرارة البعض ثم نجر

تشكل طبقة علوٌة )الطور المائً( ٌ توي على الأ ماض النووٌة  ٌذ أن د ه الأ ماض النووٌة م بلة للملاء وتت للل فٌله وٌكلون 

طور الًٌنولً( ت وي البقاٌا النباتٌة ولونه أخضر غامق تتوضل البروتٌنلات لون د ا الطور مائل للصًرة أو شًاف، طبقة سًلٌة )ال

 مل الًٌنول وتتجمل فً السطح البٌنً، لأن البروتٌن ٌ وي بقاٌا كاردة للماء ولها خاصٌة الان لال فً المواد العضوٌة.

ال اوٌة على الأ ملاض باسلتخدام ماصلة  كلوروفورم عدة مرات وتًصل الطبقة المائٌة العلوٌة من المست لب -نكرر إضافة فٌنول

  ٌذ ٌتم ترسٌبها.

 ً  مرحلة الترسٌب )على شكل مادة لٌفٌة بٌضاء( -ثالثا

 ( بإحدى الطرٌمتٌن:DNAٌتم ترسٌب الأحماض النووٌة )

 إضافة الإٌزوبروبانول -1

 إضافة الك ول+ أسٌتات الصودٌوم -0

 الترسٌب بالك ول لعدة أسباب منها:لكن تعتبر طرٌقة الترسٌب بالإٌزوبروبانول أكثر نقاوة من 

 الك ول سرٌل التطاٌر على عك  الإٌزوبروبانول الأقل تطاٌرا   -1

 ( بشكل نقDNAً( بروتٌنات فً  ٌن الإٌزوبروبانول ٌرسب )DNAالك ول ٌرسب مل ) -0

 ( ولا ٌرسللب القطللل الصللغٌرة فللً  للٌن أن الإٌزوبروبللانول ٌرسللبDNAالك للول ٌرسللب فقللط الجزٌئللات الكبٌللرة مللن ) -3

 الجزٌئات الكبٌرة والصغٌرة

 .بالإضافة إلى أن أسٌتات الصودٌوم عبارة عن ملح تعمل على تقطٌل الروابط الهٌدروجٌنٌة بٌن الأس  النكلٌوتٌدٌة -4

  

 ( ٌتم بواسطة كلور اللٌتٌوم وهذه الطرٌمة :RNAترسٌب )

 ( والبروتٌن DNA( ولا تًٌد فً )RNAتعتبر طرٌقة خاصة نوعٌة لترسٌب ) -1

 ( عالً النقاوة مًٌد فً عملٌة النسخ العكسً RNA)تعطً  -0

( أو TE%( لإزالة الأملا  ومن ثم تجًف ،وٌضاف إلى ال موض النووٌلة م للول )72رسابة ال موض النووٌة تغسل بالإٌتانول )

 (.Cº 02الماء وت ً  فً الثلاجة بدرجة  رارة )   

 وظائف المواد الكٌمٌائٌة المضافة:

ل ضلمن الطلور الًٌنلولً، إ ا زاد ف ن ال مض النووي ٌن  8انخًض عن ( لأنه إ ا 12_8بٌن ) PHٌ اف  على  (:Trisمحلول )

 ( عن بعضهماDNAف ن الروابط الهٌدروجٌنٌة تتكسر وبالتالً تتباعد سلسلتً ) 12عن 
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ٌقلوم بهضلم الكمٌلة ( DNAase( ٌوجلد أنلزٌم ٌسلمى )DNAأثنلاء ت ضلٌر ) (:EDTAحمض إٌثلٌن داي أمٌن تٌترا أسٌتات  )

( وبالتالً ف ن د ه المادة تثبط عمل د ا الأنزٌم من خلال إزالة شوارد المغنزٌوم التً تلدخل فلً تركٌلب الجلدر DNAالقلٌلة من )

 ( ٌ تاج شوارد المغنزٌوم للقٌام بعمله.DNAaseر ولأن أنزٌم )دالخلوٌة وبالتالً خلخلة د ه الج

 (: SDSسلفات دودسٌل الصودٌوم )

 (DNAaseٌثبط عمل ) -1

الموجودة ضمن البروتٌنات بش نة سالبة ) ٌذ تبقى الأ ملاض المشل ونة بشل نة سلالبة  الأمٌنٌةٌش ن جمٌل الأ ماض  -0

 الموجبة إلى سالبة. الأمٌنٌةم تً ة بش نتها وتت ول الأ ماض 

 ًٌرق ت ت الو دات المرتبطة مل بعضها لتشكل البروتٌن -3

 الموجودة بالخلاٌاتخرٌب البروتٌنات الأخرى  -4

  ل اللبٌدات الموجودة فً الأغشٌة الخلوٌة -5

 

 :للتخلح من البروتٌنات الًٌنول ٌقوم ب زالة اللبٌدات وبقاٌا الخلٌة ،الكلوروفورم ٌزٌل الًٌنول محلول فٌنول ــ كلوروفورم

(β-mercaptiethanolٌقوم بتكسٌر الروابط الكبرٌتٌة ) 

(  تى ن اف  على الروابط الهٌدروجٌنٌة بٌن السلسللتٌن ٌجلب أن ٌوجلد ضلمن م للول DNAخلال مرا ل استخلاح ) ملاحظة:

 (  Naclالاستخلاح مادة تمنل تكسٌر الروابط الهٌدروجٌنٌة ودً )

 

 

 

 الجلسةانتهت 


