
 1 ياسمين الواصل 

 Agarose gel electrophoresis  اروزجالأ هلامفي الترحيل الكهربائي 

لذاا يجذب  –إن صبغة بروميد الاثيديوم هي مادة مطفرة معروفة, ويجب أن تعامل كمادة كيمياوية خطرة  ملاحظة:

 لبس القفازات عند التعامل مع هاه المادة.

الجهذذاز  يتذذي , UV lightboxفذذوا البنفيذذجية  الأشذذعةجهذذاز , والذذاي يعذذرض أي ذذا  transluminatorجهذذاز الذذ  

 .جلبصبغة بروميد الاثيديوم في الالمصبوغة  DNAال   قطعرؤية 

بهذذاا الجهذذاز, وللذا ل مايذذة العينذذين مذذن  DNAيجذذب اسذذتعماق واقيذات لععذذين عنذذد مئذذاهدة ج ي ذات الذذ   ملاحظذة:

 الأشعة فوا البنفيجية

 :الأدوات

 ماصات دقيقة )كعبيات لكل ماصة( Micropipette -مخبار مدرج– مل 500فلاسكة 

  Loading bufferالت ميذذذل  مذذذنظ   -مذذذاق مقطذذذر -  TBA 0.5xالترحيذذذل م عذذذوق الترحيذذذل  -اروزجذذذا

dye bromophenol blue )2.5بروميد  اثييد م م   -)بروموفينذوق بعذو س سذكروز μl ethidium bromide-

 الميتخعصة DNAعينات ال 

 الاجهزة: 

 جهاز الطاقة -  gel electrophoresisجهاز  - ميكرويف –مي ان 

 طرمقة العمل 

  تعبس القفازات 

  المذنظ  إليهاجرام من الاجاروز وتوضع في الفلاسكه وي اض 2يوزن TBA 0.5x 100 تمذ ج وتذدخل ثذمذل  

 .صب  لونها شفاضيحتى   دقيقة( 1.5-2) إلى  درجة الغعيان الميكرويف

  60  -بذا الم عذوق إلذى درجذة حذرارة تقرينبرد˚C- ت ذاض صذبغة ,   μl   ethidium 2.5بروميد  اثييد م م ً 

bromide  والء امددل  -ومجددا اخددت  ام ة ي ددة خددءا الهدد ات ا دد    ددافتها) المددادة رةددرة ومةددرط ة  , وتمددز

 م  45حوالي  إلىت  ننتظر حتى تقل درجة حرارتها  ت تع  ا ها بة ا انه مادة مةفره(

   يجه  وعاق صب الجلgel casting tray ,ب يذ  لا متعددة, ويوضع المئط فذي مكانذه والاي يتوفر باحجام (

 1.0 – 0.5بارتفذا  يكون قريب من اليط  اليفعي  حتى لا ي دث تمذ ا عنذد ن عذة وتتيذرع العينذة أسذفل الجذل 

mm  )  لا )حتى صب بهدوق حتذى لا تتكذون فقاعذاتو الجل سائل)ساخن قعيلا (  ي .ويثبت ععى ال امل البلاستيكي

 .mm 5 إلى mm 3يكون سما الجل ما بين  .(DNAتعيق مرور قطع 

 ت اق الأمئاط و ال امل  ت  ينقل ععى حوض الرحلان ب ي  تكذون جهذة ال فذر  ايترك حتى يتماسا تماما ,بعده

 إلى القطب اليالب .

   يعبئ ال وض بالم عوق المنظTBA 0.5x  طي ال فر تماما حتى يغ mm1. 
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 تجهذ  عينذة اقDNA ضذافة بإμL  + 7μL DNA 3 مذ ن (Loading buffer)  bromophenol blue 

dye . وتم ج جيدا 

  في ال فر المخصصة ت مل العينة باستخدام الماصة الدقيقة . 

  تكون أوق حفرة 

  يجذذب الترحيذذل الكهربذذائيلبذذدا عمعيذذة دقيقة. 45لمذذدة   80يوضذذع الغطذذاق ويوصذذل جهذذاز الطاقذذة ععذذى فولذذت (

 لصغير من الأقطاع  التي تدق ععى عمل جهاز الطاقة(مئاهدة الفقاعات ا

  ,جذلوعذاق صذب ال  مذلي.  يرفذع الغطذاق, جهذاز الطاقذة وتنذ   الأقطذاع   يغعذقبعد انتهاق الترحيذل الكهربذائي 

, يذت  مئذذاهدة عينذات الذذ   UV transluminatorويوضذع فذي وعذذاق التصذبيو ببروميذد الاثيديوم.باسذذتخدام جهذاز 

DNA 360-300بغة بروميذذد الاثيذذذديوم, باسذذتخدام طذذوق مذذوجي وهذذي مصذذبوغة بصذذ nm.  مراعذذاة اسذذذتخدام(

 القفازات في كل الخطوات (.

 

 في العي ة م ها: DNAنقاوة  ه اك الع م  من الةرق المةتعملة لقياس 

  spectrophotometerجهاز المةياف الض ئي  

  280و 260تقاس نقاوة الأحماض ال  ومة ا   ط ل م جي 

 وتةجل القراتة    280قةمة الى م 260= 

 طرمقة العمل:

 همل م  1 مصفر الجهاز ب اخةة المءل ل الم ظم المةت  م في حفظ مءل ل الاحماض ال  ومة المرخا ب  ع (1

 .cuvette في ل ح ه

يم  280 وتقاس الامتصاصية الى مل من مءل ل الاحماض ال  ومة المراد قياخه1 تغةل الكي فيت بالمات المقةر وت  ع (2

 .260 تقاس الى

 : في المءل ل تة ق المعادلة DNAتق مر نقاوة الـلمعرفة    (3

 DNAتق مر نقاوة الـ

 

 
                              O.D 260 

      Purity of DNA        =                                ≥ 1.8  
                                    O.D 280   

 
نان ميتر يم تءةا الامتصاصية للعي ة نفةها ا   الة ل الم جي  260ا   الة ل الم جي  DNAتءةا امتصاصية اي ة الـ أي

فهذا مع ي  اقل واذا ةان 1.8نان ميتر وبع  قةمة الامتصاصية الاولى الى الثانية مجا ان مك ن ال اتج اة ر من  او مةاوي  280

 و ااادة اخت لاص.ان العي ة غير نقية وتءتا  ت قية ا

 


