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في الطبیعھ 
خلیة انقسام العند تقوم الخلیة بمضاعفة كمیة الحمض النووي •

خطاء بشكل تلقائي و بشكل سریع مع وجود نظام تصحیح للأ
.النسخخلال 

قاعدة نیتروجینیة 1000سرعة النسخ والمضاعفة إلى تبلغ •
و ھي كما ذكرنا تحدث في) داخل النظام الحیوي ( بالثانیة 

.الخلیة في وقت التكاثر والانقسام فقط
ى ومع التطور في مجال التكنولوجیا الحیویة والذي یقوم عل•

بشكل أساسي ، استدعى  ( DNA)التعامل مع الحمض النووي
ذلك العلماء على أن یبحثوا عن طریقة أو تقنیة تقوم على

كبیر، خارج بشكل  ( DNA)مضاعفة كمیة الحمض النووي
).الخلیة(النظام الحیوي 
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PCRمكتشف تقنیة الـ 

كانت فكرة بواسطة عالم كیمیائي 
DNAتتضمن فصل الحمض النووي

..صنع نسخ كثیره منھ و
..وفعلاً تحققت ھذه الفكرة المبدعة 

Karyمولس كاري .بواسطة د Mullis
خطرت ببالھ فكرة أن یفصل الحمض

DNAالنووي 
..ویصنع منھ نسخ كثیرة 

م جائزة نوبل في 1993في عام لیقلد 
.الكیمیاء
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؟PCRما ھو 

قطع تقوم على أساس تصنیع نسخ عدیدة منتقنیة مخبریھ ھو•
).in vitro(المختبر في DNAالحمض النووي 

مؤیةدرجة 95بحیث یقوم الجھاز برفع درجة الحرارة إلى •
..الحمض النووي إلى جزئین فینفصل 

خ من على إنتاج مئات النستساعد -لكل جزء-إنزیمات وبإضافة •
.الأصلیةالنسخة 

وفحوصات الأبحاث و تسھیل إجراء الاختبارات : الھدف •
.إضافیة

:صور توضح خطوات عمل الجھاز وھذه •
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PCRملخص لمبدأ تقنیة 
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مبدأ عمل الجھاز

مبسطة لعملیة انتساخ محاكاة  PCRیمكن اعتبار تقنیة•
أثناء الانقسام الخلوي DNAالحمض النووي

إلى تضخیم جزیئات قلیلة من الحمض  PCRتھدف تقنیة•
، بعد استخلاصھ من خلایا أو سوائل الجسم DNAالنووي

لتحلیل وبالتالي الحصول على كمیات كبیرة منھ یمكن إجراء ا
.علیھ

.محددةھذا الانتساخ، لا بد من توفر مواد لیتم •
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PCRمتطلبات تقنیة 
 DNA(التفاعل او یسمى قالب الحمض النوويعینة -1•

Sample .(
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PCRمتطلبات تقنیة 

-):Primers(البادئات -2•
:نوعان •
).  Forward(أمامي •
).Reverse( عكسي •

وھي تسلسل من القواعد النیتروجینیھ في شریط واحد •
ھ تضخیملتتابع بدایة الجزء المراد مكمل )  bp 25-20(قصیر

.)دلیل(النووي في الحمض 
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Presentation Notes
البادئات Primers وهي عبارة عن نيوكلوتيدات قليلة( Oligonucleotides (18 – 20 أساس آزوتي قادرة على الارتباط مع الأسس الآزوتية للحمض النووي المراد تضخيمه، وذلك في منطقة ذات ترتيب مميز ونوعي غير متبدل للأسس الازوتية في الحمض النووي أو ما يعرف بمنطقة عالية الحفظ Highly Conserved Region .��كميات وافرة من النيوكليوزيدات ثلاثية الفوسفات منقوصة الأوكسجين�(dATP,dCTP,dGTP,dTTP)Deoxynuleoside triphosphates(dNTPs)��أنظيم البوليميراز Polymerase مقاوم للحرارة المرتفعة، وأهمها Taq Polymerase المستخلص من بكتيريا تعيش في الينابيع الحارةThermus aquaticus.��محاليل واقيه Buffers��شوا رد مناسبة، أهمها شاردة المغنيزيوم Mg+2 التي تعتبر عامل متمم Cofactor لأنظيم البوليمراز.��



PCRمتطلبات تقنیة 

Hot Star Taq )(انزیم التفاعل-3• polymerase 
Taq):(أو polymerase  

Thermusمستخرج من سلالة بكتیریھ تسمى • aquaticus التي
.تتواجد طبیعیاً في الینابیع حارة

.لایتأثر بدرجات الحرارة المرتفعھ•

.م72⁰درجھ الحراة المثلى لھ •
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PCRمتطلبات تقنیة 

-):Nitrogen Base dNTPs( *القواعد النیتروجینیة -4•
              أدنینAdenine
            ثایمینThymine
            جوانینGuanine
        سایتوسینCytosine

*dNTPs :Deoxynuleoside triphosphates

Amal Alghamdi         201711



PCRمتطلبات تقنیة 

).PCR Buffer10x( محلول منظم -5•
التي تعتبر  Mg+2المغنیزیوم، أھمھا أیونات مناسبة-6•

.البلمرةلأنظیم  Cofactorعامل متمم

).DDW(ماء مقطر -6•
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PCRمتطلبات تقنیة 
Thermocycler):-(جھاز تفاعل البلمرة التسلسلي-7•

و یقوم ھذا الجھاز بتغیر درجة الحرارة بشكل سریع و دقیق
تغیر درجة الحرارة مھم في عملیھ متكرر بانتظام لأن 

.التضاعف
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Presenter
Presentation Notes
1. جهاز للتحكم بدرجات حرارة التفاعل بشمل دقيق و متتالي ( الدورة الحرارية Thermocycle ) : ويقوم هذا الجهاز بتغير درجة الحرارة بشكل سريع ، لآن تغير درجة الحرارة هو الأساس الذي تقوم عليه فكرة هذه التقنية .�2. البليمريز : وهو الإنزيم الذي يقوم ببناء وترتيب القواعد النيتروجينية ( حدات الحمض النووي (DNA ) ) ، ويجب أن يكون هذا الإنزيم مقاوم للحرارة العالية ليتمكن من العمل . و قد اكتشف انزيم مقاوم للحرارة و اسم تاج Tag�3. مجموعة متفرقة من القواعد النيتروجينية: ( A T C G ) ليتمكن الإنزيم من ترتيبها في مواقعها أثناء عملية نسخ الحمض النووي (DNA ) .�4. بريمر Primer : وهو قطعة صغيرة من الحمض النووي (DNA ) ليتمكن الإنزيم من بداء البناء و النسخ عليها .�5. والشيء الأهم هو وجود نسخة من الحمض النووي (DNA ) المراد نسخه .�6. بالإضافة إلى محلول أو وسط ليتم به التفاعل : وهذا المحلول يختلف بين تفاعل و أخر .



PCRخطوات تقنیة 
ثلاث مراحل في الدورة الواحدة

:Denaturationالحراريمرحلة التفكیك-1

 ( DNA)النوويالشكل المزدوج للحمض م وذلك لفك  94ْإلى یتم رفع درجة الحرارة 
.d.s.الأصل DNA  الىs.s.DNA

Primers annealing:مرحلة التصاق البادئات -2

ابط بواسطة الروفیزیائیاً البادئات لتلصق م  60ْ-55الحرارة إلى ما بین درجة تخفض 
.الأصل ( DNA)الھیدروجینیة مع الحمض النووي

Extension:الامتدادمرحلة -3

ويبعملھ في بناء الحمض النوانزیم البلمرة لیقوم م  75ْ-72إلى درجة الحرارة رفع ت
(DNA ) في وجود القواعد النیتروجینیة الجدیدdNTPs.

الأصل،  ( DNA)الحمض النوويونتیجة لھا یتضاعف كاملة دورة الثلاث تمثل المراحل 
.الدورات بشكل أسي على عدد  ( DNA)وتعتمد كمیة ناتج الحمض النووي
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 PCRتقنیة توضح خطوات ): 1(صوره 
Figure 1: The different steps in PCR.
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PCRلحساب عدد الدورات اللازمة في جھاز الـ 

التالیةویعطى عامل التضخیم بالمعادلة •
•x = n ( 1+E ) 
الكمیة البدئیة للحمض النووي الھدف = nحیث•

E = فعالیة التضخیم( (Efficiency
X = عدد دوراتPCR
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طریقة العمل
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PCRطریقة عمل جھاز 
ال باستخدام لوحة المفاتیح وشاشة عرض الجھاز ، یتم ادخ•

.لأي قطعھ من الحمض النووي المفصولالمحددة الدورة 
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نظام التفاعل
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طریقة العمل

 من أنبوبالمزیج الرئیسي لكل مایكرولیتر من 23نضیف
الحمض مایكرولیتر من عینھ 2ثم نضیف PCRأنابیب 
.المراد مضاعفتھا) DNA(النووي 
 الرئیسي كیف یتم تجھیز المزیجMaster Mix؟

 لمدة دقیقھ دقیقة /لفھ3000بسرعة جمیع الأنابیب تطرد
.الفقاعاتواحدة لخلط جمیع العینات وإزالھ جمیع 
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PCRأنواع تقنیة الـ 

PCR وھو ما تم شرحھ والتطرق الیھ في الخطوات : العادي
.السابقة

: Real-Time PCR  النوع یقوم على نفس المبدأ ولكن وھذا
وقت لتحدید البان الجھاز یربط بجھاز كمبیوتر الخلاف الوحید 

د نسخ الكمیة الحقیقیة لعدثم حساب التفاعل ومن لبدأ الحقیقي 
یة ویعتمد ذلك على وجود قواعد نیتروجین ( DNA)الحمض النووي

وجود یقلل من وقت الباحثین لتحدیدمما . حرة مشعة لتحدید ذلك 
الوصول إلى نھایة قبل الجین المطلوب أو لا ، وكمیة الجین 

!المحددة في الجھازالدورات الحراریة 
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Real-Time PCR (qPCR)
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PCRأقسام المختبر الخاص بتقنیة الـ 

ل إلى على تقسیم مكان العمبالاعتماد یمكن تجنب التلوث •
:ثلاثة أقسام منفصلة عن بعضھا بشكل تام

Extraction sectorالاستخلاص قسم  1.

Reagent preparation sectorقسم تحضیر الكواشف 2.
– Pre)بــــالقسمان یعرفان وھذان  PCR sector)

 Amplification + Detectionوالتحقققسم التضخیم  3.
sector
-Post )بــــھذا القسم ویعرف  PCR Sector )
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DNAتوضح التأكد من وجود الحمض النووي ): 2(صورة 
المنتج بالفصل الكھربي

Figure2 : Verification of the PCR product on gel
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ليتطبیقات تفاعل انزیم البلمرة التسلس
 كثیر وذلك عن طریق وضع بریمر خاص للطفرة لت: الكشف عن الطفرات الوراثیة

.  الجین الخاص بھا 
 البصمة الوراثیةتعیین.
 التقنیة تعد . فیروساتفي تشخیص بعض الأمراض والتي تسببھا بكتیریا أو یساعد

الأدق في تحدید نوع وجنس الفیروس وكمیتھ
 في الإستنساخ وإنتاج خلایا أكثریستخدم
 الأھم في عملیة التجمیع الجینيالعنصرRecombinant (DNA )  بإنتاج نقوم حیث

.المضیف ( DNA)أو الحمض النوويدمجھ بالبلازمید المراد نسخ عدیدة من الجین 
 نھایات الجین لتصبح متوافقة مع إنزیمات القطعتغییر في استخدامھ( Restriction 

enzyme ) .
 تتابع القواعد النیتروجینیة في الحمض النوويعملیة أساسیة لتحدید(DNA) DNA 

Sequencer .
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ليتطبیقات تفاعل انزیم البلمرة التسلس
معرفة طول الحمض النووي(DNA ).
 النووي المكمل تقنیة الحمض(cDNA ) 
 الجین المطلوب من خلیط من الجیناتتحدید.
 مشروع الخارطة الجینیة البشریةفي یستخدم(human genome project ) .
الساوثرین بلوت(Southern plot ) .
 النووي مع البروتین تقنیة ارتباط الحمض(DNA ) -Protein Interaction ) .
 اختبار الأمومة ، حالات الاغتصاب ، تحدید الھویة ( في مجال الطب الشرعي  ...

.)الخ
 الأنماط الجینیةتحدیدGenotyping ج للفیروس الكبدي
 تشخیص الأمراض السرطانیة بالكشف الجینيOncogenes 
تعیین الأنماط النسیجیةHLA- tissuc typing  الأعضاءفي مجال زراعة.
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