
   4No.-vol.1 – University Journal of Hama-2018                  2018-لرابعالعدد ا –المجلد الأول  –مجلة جامعة حماة 

 

70 
 

 من البيوض المتكيسة للأيمرية تينلا RNA والـ DNA الـطرائق بسيطة ومعدلة لاستخلاص 

  (2) قويدر دد. محمو            (2)د. شادي سكرية                 (2)نور حمودة               (1) كاسوحة دد. مرش

 (2018حزيران  19، القبول: 2018آذار  12)الإيداع: 

 الملخص:

مممما  لض مممتك  لمصلأ مممم  لنلامتخممم  ت ممم   يةلممم   مم   ممم   م ممم   DNA  لعممممق تم ممم ي نمممتخمص ا ـ مممص     لممممتمممي هممم   ممم    
 لمممممم ور  لت  ل ممممم   لممص اًممممم   حصمممممم و ئ حامممممة  لمممممتد م  للأجتحممممم      ليممممم ه   لمممممة ت   ممممم  مممممم     ممممم   ت  حمممممق  لضمممممتل م ت   

مممم   ىيلمممة  لصممم   حصمممم ن حامممة  لمممممص اي هممم   ل تخ DNA  لمصماممممق حامممة  لممص اًممم نت د ممما    ممم   م ممم   لمممم
 لص  مممم ي  لم كمممم   ك  لاض ممممتك  لمصلأ ممممم   لمصضممممتا    ممممص   أ  دمممم    لعص  مممم   لص   خمممم    ممممق ممممما  للأم مممم   لصمممم  تممممي  ل ًممممت  

 لممممم    PCR ، حامممممم ئ  م ت  حمممممق  لممممممCTABحا جممممم    ل ت ممممم   لي   ممممم  ي لصممممم    مممممص  م  و   ممممم  لا مممممق يم امممممت  مممممم ور 
     حاة   تج  ل تخمص ات  صج ف مت ل   لض ص   كص ا    ز يح 

كممممممم  تاممممممما  مممممم    لعمممممممق تم مممممم ي ممممممم     مممممم   نتخممممممم  ت  مممممم ي  لض ممممممتك  لمصلأ ممممممم  م ك   ك مممممم ئ  لمصضممممممتا    ممممممص   أ  دمممممم   
مممممممصميت ي ح مممممم   DNA ل مممممم     ل  ت  مممممم ن  لضتإ مممممم  يت تخامممممم   لممممممة  RNA  لعص  مممممم   لص   خمممممم  همممممم    ممممممص     لممممممم

 2 لممممصمي ي لصمممم    ممممصج ه  مت لممم ن  لض صمممم   كصممم ا  لمتمع مممم  يحمممتيت ا  ل مممم    لمكممممتي   DNA حاممممة  لمممم PCRت ممم ح ن 
 ت  RNA  ص  ج  لا  ب   مم      حاة متور ي   ءر   ه  ل تخم  ه    ص     لم

  تDNA ،RNA  لض تك  لمصلأ م ،  ىلامتخ ،   ص     لم الكلمات المفتاحية:
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Simple methods of DNA, RNA extraction from Eimeria tenella Oocysts 
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Abstract: 

 In this study, two DNA extraction methods from Eimeria tenella oocyst was carried out and 
evaluated by DNA electrophoresis and using the extracts as a template in polymerase chain 
reaction. The results showed that the quantity of extracted DNA by the first method that 
depended on mechanical destruction of the oocysts followed by using of commercial kit was 
less than DNA extracted by the second method, which included mechanical destruction 
followed by lysis buffer and CTAB solution. On the other hand, PCR reaction targeting β-
Actin gene was successfully completed on the both extracted DNA. 
The performance of  RNA extraction method from sporulating oocyst was evaluated as well, 
this method included mechanical destruction followed by RNA extraction commercial kit to 
obtain sporozoite RNA and after that cDNA was produced. PCR reactions targeted β-actin 
and mic2 genes was carried out successfully on cDNA. The result indicats that this method 
of extraction RNA is efficient and satisfactory.   

Keywords: Oocyst, Eimeria, DNA, RNA extraction. 
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 Introduction :مقدمة -
تميق  ل   ا  ن  ىي ل   د     ي  لممضض ن  لمتي    لص  ت ًب مجتو  لض دي ا ي لعام ء حاة و   صج  يإلا  و  ل ات   

 لم   ض  لج  لم  تمضض  ما خم  ت   صً ولا   ض تر يمش كق ص    خ  تر حاة  لًع   ا  ل  ت    ي لضشت ، ي ي   
 لا   ا  ن     لمض ق  ى  س لاتصت   لة  ى   ف  لمتمترت (DNA,RNA) ل     ن  ل زخئ   حاة ممصت   لم ور  لت  ل   

 لظج   ن  لم صا   يخ ص  ظج   ن  لم  ر  لجام    Coccidiosis لممضض  ل  ء  ىكتخ ن  Eimeriaتً ب ن  ا  ن  ىلامتخ  
ح    لم صت ن ي ل  ت  ي لمت  ك ي ى م ك، يتع  ما  لممضض ن  لمتي    لج م  لم  تمضض  ما  يت   يخم  ت ي  تق ح   

يتصم ز   ه  ل   ا  ن ب ي ر د  ر معم ر  مض  ئ تمت خ لج   متدا  تلأ لت ـ م م  ،  (Long, 1993) ىلتخ ء  لص  تً ضج  
  Unsporulated oocystتا ج  متدا   لصلأ لت  ل  م  و خق ممي  ليت ، مؤولا   لة تلأتم  لض ا   لمصلأ م  إ ت  لمصضتإ  

  ر ي نتح ، يح ل ص     صشكق و خق  لض ا  ي لص  تُ تَ   لة  لت    ل   م  لصصضتغ ه  د   تتهت  لظتيف  لم   ض  ما دت 
، يتع   لض ا  Sporozoiteيخ صت   ق   س بتإ  و خا  د ت   ا  بتإ  ا  Sporocysts لمصلأ م    حع   ك  س بتإ   

 (Bowmann and Lynn, 2009)ت infective stage لمصلأ م   لمصضتإ      ل ت   لمع   ) ل  مج( لنلامتخ  
ص   ص  اق م ج     و     حاة  لممصت   ل     ح   ن  ا  ن  ىلامتخ  ـب   م تلأتم   ص     لم ور  م  ل م    ىيلة  ل

  لم ي دصة ه   عض  ل  ـن     ا أ  لض ديتم  لة   ص     ،RNA ي لم DNA  لم لت  ل   لج ه  ل   ا  ن ي لص  تاي 
DNA      بج ف تش  ي  لص     ي ت( ى ت ا You, 2014) ة معته   ح  و  ل   ا  ن ه   ل مج  لم صا   ي لمز  ا  ي دص

        تReal time PCR ل اتخ   حصم و ئ حاة  لصم   ن  ل   ي   ص  حق  لضتل م ت    لمصمامق ة   لت    ل م م  
(Alnassan et al,, 2015; Wiedmer et al,, 2017) 

لاع  نت   لض ا   لمصلأ م   ت  ل ت   ى جق ما   د    ل ًت  حا    أح  و  ض تر ي م   مم     مع  نت    ىلامتخ   ىخت  
شجت ئ(   و  ئ حاة  د  ث  لع ي ، يةل   12-6د  ئ )ك لمصممم ن ي ى متم ن ي لعت   ن، يخمكا د ظ  ه   لم صضت ن ىشجت 

، (Thabet et al,, 2017)مئتخ   4% ح    ل  م  5ت2      تيم ن  لضتت   تأ د ظ  م    يما م ات  ل   تض ا شتيط
 ا ق  للأا تت م  حما     ص     لم ور  لت  ل   م    لع    ما  لًعتح ن ي لمش كق  لص     تؤو   لة  ل ًت  حاة متويو

 ي    تؤو   PCRت   ل زخئ   ص  حق ما  لم ور  لت  ل    لممص اً    ي تمضب ه   هشق مت دق  لعمق  لم ضت  حاة  لممص
  (Zhao et al,, 2001)ت DNA لة  ت  ك  لم

تصًف  لض تك  لمصلأ م  بض    م       لًاض   لص  تمف ح  م ئ  ض ت ئ ي  معظي  لم  ل ق  لج يم  ي لم لأك   ل زخم   
ي للأ م       لص  تمص  أ ه  حما  ن   ص     لم ور  لت  ل  ،  م   م  للأ م ن  لضتإ   و خق  لض تك  لمصلأ م  تمصا  م    ئ 

، ل ل  ح ور م  (Berriatua et al,, 1995)إ   يت عق حما    ـ ص     كيت صعتح  صاض ئ يمت  ئ لا م   ل  ت   ن  لضت 
 Glass beadsتلأتم  لمتدا   ىيلة ه   ـ ص       ت   ي   ه  ل    م ك   ك  ئ    ص   أ  ت ن  م م   )خت ( 

مع  لض تك  لمصلأ م  يخصي  مامصت  ي  ت ن  لز  تم  ض  ق حا  للأت ن  لزم م   ه   عض  ل  ـن، د ا تمزج 2 م ت 
 phenol/chloroformل صتر نتخا  تصضع  ع      ـ ص      ل تخم   للأ م       حصم و  حاة  Vortex مجي حاة مج   

  ل ص  ت   لض  و، يخع ب حاة   ه  ل تخم   لمتويو  لما ق ما  لم ور  لت  ل   ي  ص   مج  لا   ت  ي للأات يهت أ   DNAيتت  ب  لم
               لاا ت  لض دي ا  لة  لعمق ت    مت ء ن دم لا  تم جي ما  لصأل ت ن  لممتن   ي لم م  لمت ب  ل   ت تمم  

(Kaya et al,, 2007)  
  Excystation حصم ن  عض  لمم ـن حاة نت  ق  خت  ه    ص     لم ور  لت  ل   تصا ي  إخت ج  ل  ت   ن  لضتإ    
(Hamidinejat et al,, 2010)  ن  لخت ج ) تصاما تلأم ت م    لض تك  لمصلأ م  يييع  للأ م ن  لضتإ   يهق بتيتت تـ

ه  م  ل ق ت صت   م   يص ت ء يتتحم ا ح   دت  ر م   ض  بج ف ت تخض  ل  ت   ن  لضتإ   حاة  ل تيج ة ت  ئ( يما لي 
 ا  ةل    ص     لم ور  Ficoll ي  ل  كت   Percollت م    ل  ت   ن  لضتإ      ص   أ مت و  ل ًق  لم صا     لضت ت  
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(، للأا لاع ب حاة   ه  ل تخم  ح أ  مك     ت ض مج  RNA ي  لم DNA لت  ل      ص   أ  للأ ص ن  لص   خ  ) ت ء ـ ص     لم
حاة  لض تك  لمصلأ م   لم ص   ي  ا ا   ل  تخ  ي لم  تظ  ل صت ن نتخا ،  م    ج  ت ص ج  لة ي   نتخق يمت و ح   ر    ـ 

 ت(Zhao et al,, 2001)تصت هت ه   لع    ما  لم صضت ن 
معظي  لم  بت يةل  ـ ص     ت تخت نت  ق  م    تمص  أ مت و تصتهت ه  يلن ض ب  لم  م  ُ  ِ زَن  عض  ل     ن بج ف

يمت و تمص  أ ح ور ه  ت   ي م    Detergentما  لض تك  لمصلأ م  لنلامتخ ، ي حصم ن حاة مت ض ن م ظ    DNA لم
هع ل   م  ر ه  ، ي ب ن   ه  ل تق CTAB     Cetyl–Trimethyl Ammonium Bromide ل  لا   ل ض ت    لًاض    لم

 (Kaya et al,, 2007)  لمصلأ م ت لض تك  ما DNA  ص     لم
ي ظت ئ لن م    للأض تر ل   ا   ىلامتخ  يم  لامضض  ما خم  ت   صً ولا  ل   متح   ل ي ما ي لم صت ن، يلاتي ر  حصم و نتخم  
  مع  ـ ص     ل متك  ل تيخ  ما نت   لض ا   لمصلأ م  لج    ل   ا   م  لا  أ  ل     ن ه   لم ت  لعتح   لمت  ، 

  ق  عض  ل ت  ق  لم  ت ر ه   عض  لمم ـن  م      ب  لمت و  لمصتهتر ه  معظي  لم  بت هم  تيَّ ه       لعمق  خص    يتع
 حاة  ت تج  ـ ص   ت PCRيت تحصج  ي لصأك  م ج  م ضتخ ئ بص ض ق  خصض   

 The Aimsأهداف البحث:  -2
 تمتخ  لض تك  لمصلأ م  ل   ا   ىلا ما DNAت     نتخم   م    يم   ض  يحما   ـ ص     لم -1
 ت  لض تك  لمصلأ م  ل   ا   ىلامتخ  ما RNAت     نتخم   م    يم   ض  يحما   ـ ص     لم -2

 Material and Methodsالبحث وطرائقه: مواد  -3

ما  لض تك  لمصلأ م  ل   ا   ىلامتخ  ت      تض ا نتخمص ا م صا ص ا ه   ـ ص     DNAتي ه       لعمق   ص     لم
حاة  لممص اي  PCR لص  تي  ل ًت  حا ج    ل تخمص ا   لتد م  للأجتح    مع  مت ء ت  حق  DNAيمم      م    لم

مصلأ م   ل  ء تضتإج  يتي  ل ًت  ما  لض تك  ل RNA ت  م  تي   ص     لمBeta-Actinلالأشف حا مت ل  ب ص   كص ا  
 يتي  للأشف حا       ـ ص    بص ض ق ت  حق  لضتل م ت    لمصمامق حاة  لم cDNA لمصمم   DNA حاة  اما   لم

cDNA    بج ف  للأشف حا مت ل  ب ص   كص ا  لمتمعBeta-Actin   ي مزه  2يمت ل  بتيت ا  ل     لمكتيMIC2 
(Microneme protein 2)    ل  ت م  لضتإ ت    ل   

  :إكثار البيوض المتكيسة وتنقيتها -3-1
م مع  دم ر، ي لص  تً ب  –تي  كي   حزيل   م   ما  ىلامتخ  ت    ُ خ ن ما م صضت  ل   ا  ن ه   ا    ل ب  لض  ت  

ب ا   5000 تم ئ بم  40 ىحت خا ح    ل م ج، يةل  حضت ت تخع ح ر ن ت  ما وم ج  لا ي )خ ل   ما  لص   (  عمت 
أ لا  ت   لا أ ما  ل مج تي تشت   ل  ت   8حا م  خ ل   ما ما و ن  ىكتخ نت يحع   مصلأ م  مصضتإ  حا نتخق  ل ي، يُ  ِ 

( ي ل ًت  حاة م صت   ىحت خا يت م    لض تك  لمصلأ م  حا نتخق  لصمتخت حضت مً ف و  م  يما 1 لمً    ) لشكق 
وي ر   ل   م  يلم ر  2500لصي  ق )( ي 2ت1لي ت ض ق نتخم   لصعتخي  لصت  ز     ص   أ م ات  ماح  ل ع أ  لمشضع )ةي  للأي ه  

ا  يما لي تي تم      ب مض  (Bowmann and Lynn, 2009)و   ق(  5  20 لة  1، يممع  ل زء  ل  ه  ما  لع     لمُيَ َّ
  لم ء  لمم ت ي ح  ن حما    لصي  ق، د ا ممع  لت  ب يإمق ح ر مت ن   لم ء  لمم ت لاص اي ما آل    لم ات   لما  ، 

َ    لع    حاة و م   5ت2 يه   ل ج لا   ي ف لات  ب ) لض تك  لمصلأ م ( م ات  ل      تيم ن  لضتت   تأ  26% يدُاِ 
 ت (Al-Idreesi et al,, 2013; Bowmann and Lynn, 2009)مئتخ  ه  م ي م    بج ف تضتخغ  لض تك  لمصلأ م  
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مت ن   لم ء  لمم ت  3  ح  ي ضق  تم أ تضتغ  لض تك  لمصلأ م  يإمق م صت     20ُ خَ  مزء ما  لع     لم  م   ع  ما  
            Mcmasterو   ق( يحته   ح  و      ص   أ شتخ    5وي ر   ل   م  يلم ر  2500 ق )حا نتخق  لصي 

(Bowmann and Lynn, 2009)    لم، يةل  ل صي   ص  RNA م ج  يتم  ي      حما    ـ ص   ت 
    تيم ن  لضتت   تأ   لم ء إما  ما م ات  ل     مق، ع  تضتغ  لض تك  لمصلأ م   لمتمتور ه  م  تضمة ما  لع     شكق 

  ع  ح   ت DNA لمم ت  م  ة ت    م ئ ينضم  حا ج  نت  ق   ص     لم

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 أعورين مصابين بالأيمرية تينلا: (1رقم ) الشكل

  :DNAطرائق استخلاص الـ -3-2
 التجارية:الطريقة الأولى باستخدام التكسير الميكانيكي المتبوع باستخدام إحدى العتائد  -3-2-1
مكتيلصت ما   ضت ات خ   لًتو تأ  200مق يتي تعم مج   إي ه   2ه    ضتب  ع  مصضتإ  ب ا  مصلأ م   6X10 5ييع   
، تي  ع    إمق  لع      لم ء  لمم ت  لمعمي (Zhao et al,, 2001)    لياج لم ر  ًف   ح % يييع  ى ضتب ه6

 و   ق(ت 5 وي ر   ل   م  يلم ر 2500مت ن ) 3  لصي  ق 
ئـ ما  للأت ن  لزم م    ي  لمً تح  ما  لز  تم( مع  لض تك  لمصلأ م  2 ت ن ب  ص ك    م ت  10ييع  ع  ةل   ماي )ب 

د ا لتدظ      ع    ه  لم ر تص ت   Vortexو   ق مصت صا   مم ح ر مج    10ه   ى ضتب يتي  ج  لع     متر يلم ر 
 (ت2 لمصلأ م  يتضم   ل  ت   ن  لضتإ   و خاج   ا م  ) لشكق  معظي  للأ م ن  لضتإ   ما  لض تك
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 الكيسات البوغية المتحررة من البيوض المتكيسة بعد تحطيمها ميكانيكياً مع بعض الكيسات السليمة(: 2) رقم الشكل

 ®NucleoSpin ع  ةل   ختم   للأت ن  لزم م   ي  ص  م  حص  ر ت   خ  تعصم  حاة  حم ر ت صت  م ق  لم ا ك   
Tissue kit (Macherey-Nagel, Germany)   لكم   مت دق  ـ ص   ، ينُضِ مَ  حاة  لع     لمت دق  لمتصة

َ    لع     مع   زخي  لضتيت     ك  بج  ما  لشت    لمً ع  لاعص  ر ل ا   Proteinase K،    صي  ء  عض  لصع   ن  ة دُاِ 
ئـ ما  مئتخ  65ك ما  حاة و م  دت  ر   DNAيتي  لاا ئ ه   ج لا   ـ ممممص     ل ًت  حاة  لم  لم حص ا، مئتخ  56ب 
ئـ ه  ئـ ما   Elution Bufferما و      ـ ص ت ج   60µl ما  لع    م ات  DNAيةل  لصت  ز  م    لم  100µlب 

يإ      خصض   ت  حق  DNAم    لم لة د ا  مت ء  لتد م  للأجتح    لصم  ت   °C 20- لممص اً  يد ظ  ح    ل  م  
  لضتل م ت    لمصمامقت

 :CTABالطريقة الثانية باستخدام التكسير الميكانيكي المتبوع بدارئة الحل ومحلول  -3-2-2
نضممممم   مممم ه  ل تخممممم  حاممممة  لعمممم و ة تمممم  ممممما  لض ممممتك  لمصلأ ممممم   لمصضتإمممم   لمممم    حصممممم  همممم   ل تخممممم   ىيلممممة يتمممميَّ تعم مجمممم  

  ئ، ي متن    ص   أ  للأت ن  لض  ص ك   يح تض ا  ل  ت ن ة تج   لص   تضع  آ   ئتب  س  ل تخم   لاا
                        CTAB ع   ـ صج ء ما  لص   ي  لم ك   ك  يإ  ل   للأت ن  لض  ص ك  تي   ص   أ و     دق يم ات  

(Zhao et al,, 2001) مع  عض  لصع   ن ه   لمت و  لممص  م  ي ل  ت نت 
 و      ل ق ي لص  تصلأتم ما: ما 60µl ي ه  ب  لا  تي 

 (660 mM EDTA, 1.3% SDS, 2 mg/ml proteinase K, pH 9.5)  و  م  حاة  45يدا   مع  لع    لم ر
ئـ ما م ور  SDSد ا ُ وخق مت ب  لم مئتخ ، 65 ل  م    لما ا   N-lauroylsarcosineه  تت  ب      لم ات  ب 

 تSDS ـ ص   أ ي لصت هت ه   لم صضت ن حاة  لعكس ما  لم
  لمكتم ما:  CTAB  لمم ات   µl 350تام    لمتدا   لص  تا  متدا   ل ق  ي ه  

(2% w/v CTAB, 1.4 M NaCl, 0.2%b-mercapto-ethanol, 20 mM EDTA, 100 mM TRIS)     
(Zhao et al,, 2001) 

ـ تعصم  حاة  Promegaمئتخ  لم ر   ح  ي د ر، ل صي  ع     ـحصم و حاة حص  ر ت   خ  لشت    60يتت   حاة  ل  م  
 ـحم ر  لت     لا متك  ل تيخ ، بق حاة م  ل ق خ ص  مت ض  لاضتيت ا يحاة تت  ب  ل متك  ل تيخ   ع  ةل     ص   أ 

  زيحتيح  ت تك ت   ـ
 ل   لامك     Wizard® Genomic DNA Purification Kitد ا   ص  أ م ات  تت  ب  لضتيت ا  ل     عص  ر 

 ع   ـ صج ء ما  لص ا ا  (Zhao et al,, 2001)ما ت  ب   ص   أ نتخم   ل   ت  /كات يهت أ  لص    ص  م  ه  نتخم  
ما  لم ء  لمم ت  ل  ل  ما   زخم ن  150µlه   DNA  لم، يتي ه   ج لا  حما    ـ ص    دق CTAB  لممع م ات  

 مئتخ  دصة   ص   م ت  20-، يد ظ ح   و م  (Thermo)ما شت    RNase ي لم   DNase  لم
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 :RNA الـاستخلاص  طريقة -3-3
مئتخ ،     ل  ء  لصضتغ د ا  26  ح  ما ت ا  ج  حاة  ل  م   20  م  ب ا    ع   6X105ما  RNA  ص اي  لم

 ل    بضتيت   ن  ل  ت   ن  لضتإ   ه  ممصتخ تج   ىحاة، د ا حمم   لض تك  لمصلأ م  يد م   mRNAلاكتم   ص ج  لم
 لم ل زخ   vivantisخ  ما شت   ، يحع  ةل    ص  م  حص  ر ت    DNAب  س  ل تخم   لص   حصم ن ه  نتق   ص     لم

GF-1 Total RNA Extraction Kit  مض شتر حاة  لض تك  لمصلأ م   لم  م    للأت ن  لض  ص ك  ، حام ئ  م معظي
ل أن  لة  خت ج  ل  ت   ن  لضتإ   يت م صج  يما لي   ص اي  RNA ى   ث ي ل     ن  ىخت   لص    م     ص     لم

 تRNA(Subramanian et al,, 2008; Thabet et al,, 2017)م ج   لم
ه    س  ل تأ  حصم و ئ حاة حص  ر ت   خ  ما شت    cDNA لمصمم   DNA  ص ج  اما   لم RNAتي  ع    ص     لم

Thermo    ىي يح RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit    ي  ص  أ ه    ه  لمتدا    زخي  لم صم
يةل   Oligo (dT) primerمع تمام ن مت م ن )مش  ا( مصع ور  لص  م ا  Reverse Transcriptase (RT) لعكم   

)د ا لا صت   لت    لمت    حاة ة ق مصع و  ىو   ا(،  ع  ةل  نضق ت  حق  لضتل م ت    DNA لة  mRNAلام م ت تخق  لم
    ل  ت   ن  لضتإ   ي لص  لاكتم  لت    ل   MIC2 (microneme2)لالأشف حا مت ل  بتيت ا cDNA لمصمامق حاة  لم

 ل   تم   DNAه  د ا نتلج  مع  ى صتي  ن  لمتمتور يما مت لصج  حاة  لم bp 1029 لمت     ل    بج    ت  
 Beta-Actinت  م     ز  لاا ئ ت  حق  لضتل م ت    لمصمامق لالأشف حا مت ل   لض ص   كص ا  لمتمع    bp 1647دت ل  

 ت Primersا م صا  ا ما  لمت م ن    ص   أ  يم 
 الأغاروز:تفاعلات البوليميراز المتسلسل والرحلان الكهربائي في هلامة  -3-5

حُتِفَ م        مت دق  تRNA ي لم، DNA  لمبج ف  لصأك  ما      حما  ن   ص     PCRتي  لم  أ بص  ح ن 
د ا  م نت   لت    لمت     ل    بج   MIC2حضت تا  ي مت ل   لضتيت ا  DNAيت تخا   لة  RNA  لم  ص    

1029bp  لمي ت   ق ما  ل ت  ل  س  لمت ل  حاة  DNA  1647ي لض لغ   ل   تم bp  مضب  دصت ء   ه  لمت ل  حاة 
لأشف  لاا ئ حا يمتو يما  ل ت   ل  تج  ع   لصا  ي لاعتف م         ل تخم   لممص  م ،  م  تي  ل introns  صتي  ن 

     ت يختيحcDNA ي لم ل   تم   DNA  لممت ل  ب ص   كص ا   ـحصم و حاة  يم ا م صا  ا ما  لمت م ن يه   ق ما 
 :PCR(  لص ل  تمام ن  لمت م ن  لممص  م  ه  ت  ح ن 1) ل  ي  
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البوليميراز المتسلسل واطوال الشدف الناتجة، ودرجة (: تسلسلات المرئسات المستخدمة في تفاعلات 1)رقم الجدول 
 تشافعها.

طول  المرجع
 الشدفة

درجة 
 المورثة التسلسلات التشافع

(Wang et al,, 
2013) 

bp138 

58ْ 

F   5'-GGATTGCTATGTCGGCGATGA-3' 
R  5'-ACACGCAACTCGTTGTAGAAAGTG-3' 

Beta-
Actin 

(Ryan et al,, 
2000) 

bp407  
F  5'-AACGGGTCCGGAAATGTGAA-3' 
R  5'-CGACCCGAAGAATACAGCGA-3' 

Beta-
Actin 

(Liu et al,, 
2014) bp1029 

F  5'-ATGGCTCGAGCGTTGTCGCT-3' 
R  5'-TCAGGATGACTGTTGAGTGTCA-3' Mic2 

 ( مم   ا : 50µlد ا تلأتم مزخج  لص  حممممممممممممممق )
2 µl  مممممممممما مممممممممممص اي  لممممممممممDNA  ،1 µl (10pmol/µl)  ،1للأمممممممممق مممممممممما تمامممممممممما   لمت ممممممممممص ا µl (10mM)   ت حممممممممم 

 0.4 ات خممممممم   لم،  زخمممممممتأ،    PCR Buffer ،4 µl (25mM)و   ممممممم   ـخصضممممممم    dNTPs ،5 µl (10x)آ يت ممممممم  
µl (5U/µl)  مممزخي  لصمممم ك  Taq DNA Polymerase (Vivantis- Malaysia) ، يتممممي  كممممم    لمممممزخج  ممممم ء

 ت µl 50مم ت معمي خ ٍ  ما   زخي  ل     دصة 
ه   ل تخمص ا  DNA% بج ف  لم  أ   لتد م  للأجتح    لالأشف حا  ت تج   ص     لم5ت1داتن   م   ىإ  ي  بصت  ز 

 PCR، ي  ل  لالأشف حا  ت تج ت  ح ن  لم µl 10 لممص  مص ا يمم      م    لم ور  لت  ل    لممص اً  ي لمتمتور ه  
  لممص ايت RNA ل  تج ما  cDNA ل   تم  يحاة  لم DNA لم  زر حاة  لم

  Results and Discussion: والمناقشة النتائج   -4
 :DNA الـطرائق استخلاص  -4-1
م  تم  ه   DNA  تخمص ا م صا ص ا يمتو  DNA ظجتن  ص  ج  لتد م  للأجتح    ه    م   ىإ  ي  لممص اً ن  لم 

ك   لممص اً ا يللأا  كم  ن م صا  ،  ة   ا   ل تخم   لص   تضع ه ج  تلأم ت  لض تك  لمصلأ م     ص   أ و     دق 
 م  ن  كضت ما  لم ور  لت  ل   مم       ل تخم   ىخت   CTABت صت    زخي  لضتيت     ك يو      خت  ت صت  حاة م ور 

(، يلعق  لص م ت  لعما  ل ل  لاعتو  لة ب    م    للأ م ن  لضتإ   يدصة  لض تك 3ص    ص  م  ه ج  حص  ر ت   خ  ) لشكق  ل
 Kaya et al,, 2007; Mai et al,, 2009; Walker)  لمصلأ م   لاا ئ  لص  تصلأتم      ئ ما بتيت   ن يح    ن  كتخ  

et al,, 2016)لضتيت     ك  ل    ؤلت حاة  لضتيت   ن يم ور  لم ، يح لص ل  هإم  لمش     ب ا CTAB  ل  ت لأ  ح    ن 
ئـ حاة م    للأ م ن  لضتإ    لمص ت ر  ع   لصلأم ت يحاة  ل  ت   ن  لضتإ  ، حام ئ  م م ور  لم  CTAB لمكتخ   مصالأ  تأل ت ئ هع 

 ت   حاة م       ل ات تما  ل  لا   ل ض ت   لصأل  DNAتمص  أ ه   لعص     ل  ص     ص     لم
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 بالطريقتين المستخدمتين DNA الـ(: الرحلان الكهربائي لمستخلص 3) رقم الشكل

 DNA  لم -2- لممص اي يهق  ل تخم   ىيلة  حصم و ئ حاة حص  ر ت   خ ،  DNA  لم -DNA ،-1 مُعَاِ ي  نت    لم Mد ا: 
 CTAB لممص اي يهق  ل تخم   لي      حصم و ئ حاة م ات  

ه   ل تخمص ا  ـ  م ت  ح ن  لضتل مت    لمصمامق  ل  ص    للأشف حا م     لض ص   كص ا  DNA يح لتإي ما تض  ا  م    لم
م جم   µl 2 ك      م   ي ح    ت تج تا  ي ي ي   يح لمك م  لمصت ع ح  م  نضم  حاة     لممص اً ا د ا  خ 

 للأق لص  حقت
 :RNA طريقة استخلاص الـ -4-2

ي لص    ه   لة  للأشف حا مت ل   لض ص   كص ا  لمتمع    cDNAب     ص  ج ت  حق  لضتل م ت    لمصمامق حاة  لم
 mRNA ل      لم cDNA،   لي ه   لة تا  ي   مق Housekeeping geneي لص  تع  ما م   ن  ل  م  

  شكق ت أت  cDNAيت تخا  لم mRNA     حما    ـ ص    لام MIC2لاضتيت ا 
يمتو   ع ما م    ىنت    PCR د ا  ظجتن  ص  ج  لتد م  للأجتح    ه    م   ـإ  ي  ل ت تج ت  ح ن  لم

 1029bpيح ت   mic2(، ي ى ي  ت      تا  ي مت ل  bp 138ي 407 لمصت ع   ل  ص   مت ل   لض ص   كص ا )
 لمت    لج ه  لمت ل ،  م  ه م  لت ظجت   تج  لصا  ي  RNA (      ج  ما ويم   صتي  ن ي  ت   حا  لم4) لشكق 
 ل   تم   ل      ىلامتخ  يح لص ل   DNA  لممص اي   لم RNA هم    ةل  حاة تاتث  لم 1647bp  ت  

 صتي  نتظجت    تج تا  ي ل  ن  لمت ل  يخ صت  حاة  ق ما  لكمت  ن ي ل 
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المستخلص،  RNA الناتج عن الـ cDNA (: الرحلان الكهربائي لتفاعلات البوليميراز المتسلسل على الـ4الشكل رقم )
Mم عَل ِّم اطوال الـ : DNA. 

 Conclusionsالاستنتاجات:  -6
ما  لض تك  لمصلأ م   لمصضتإ   DNA       ل تخمص ا  لاص ا   ص  مص  ه    ه  ل      حاة   ص     لمممممممممممم -1

 تل   ا   ىلامتخ 
 ممممصج حمممما  ل تخممممم   لصمممم   حصممممم ن حاممممة  لمشمممم     بمممم ا و   مممم   ل ممممق  لم صتخمممم   لضتيت  مممم   ك ي ل    مممم   لصمممم  - 2

 تDNA  م    كضت ما  لم CTABت صت  
 RNA  لصمممم    مممممص  م  هممممم   مممم ه  ل    ممممم  لا ًممممت  حامممممة  لممممممRNAلامكمممما  حصمممممم و نتخممممم    مممممص    -3 

 لمت ممممممم    ل ممممممم     ل  ت  ممممممم ن  لضتإ ممممممم  يمممممممما ويم  لا مممممممتء  لمممممممة  خمممممممت ج  ل  ت  ممممممم ن  لضتإ ممممممم  يت م صجممممممم   ضمممممممق 
  خا حج  لمت دق  ـ ص   ت 

 هذا البحث ممول من صندوق دعم البحث العلمي والتطوير التقاني في وزارة التعليم العالي. شكر وامتنان:
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