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  Safety in the Laboratory في المختبر وقاية الأسس
 : اقرأ بتمعن شديد وتصرف حسب ىذه الإرشادات 

  المعمـ إستفسر مفقبؿ القدكـ إلى المختبر ،اقرأ جيػدان المقدمة لممختبر ككذلؾ تعميمات التنفيذ ، .1
جيدان كتأكد مف  في المختبر، قبؿ تنفيذ أم بند ، اقرأ التعميمات.   قبؿ المختبرالأمكر الغامضة
 طاقـكفي حالة كجكد أسئمة لا تتردد في التكجو إلى .  بالضبط  عمموينبغيأنؾ تعرؼ ما 

. المرشديف
لا تقػكـ بعمؿ أم شيء لـ يطمب منؾ عممو بشكػؿ كاضػح في التعميمػات أك عف  طريؽ المعمـ،   .2

، كلكف أكلان يجب استشارة أعضاء الييئة التدريسية نشكرؾ عمى التعاكف .مرشد أك فني المختبر
لا مكاف لمعب كالاستيتار في .المكجكدكف تحت تصرفؾ في كؿ سؤاؿ كمشكمة ككؿ مكضكع

. المختبر، انؾ تعمؿ مع أجيزة غالية جدان كمكاد خطرة 
 أك تصرؼ غير ملائـ مف الممكف اف يؤدم إلى كارثػة /إف عدـ الإنصياع لمتعميمات ك

، استخدـ فقط ماصة   السكائؿ بالماصةمف الأحكاؿ لضخ كلا بأم حاؿ تستخدـ الفـلا  .3
 إدخاؿ الماصة إلى المضخة الخضراء، أمسؾ  خلاؿانتبو،. اتكماتيكية أك مضخة خضراء

 .تنكسر كتجرحؾ ئلا في إدخاؿ الماصة ؿ زائدةالماصة مف الجزء العمكم، لا تستخدـ قكة
  التدخيف في المختبر/ الأكؿ /  لا يجكز الشرب .4
: معالجة الأدكات المستخدمة كالنفايات .5

  نفايات " ادخميا إلى كيس مكتكب عميو- التي تتلامس مع مادة بكتيريةكؿ النفايات
" . بكتيرية للإبادة

 ىذه , ة تتلامس مع مادة بكتيرية أدخميا إلى الكعاء المكضكع بجانب المغسمةكؿ أدا
.   الأدكات سكؼ يتـ غسميا كتعقيميا

 ادخميا إلى صندكؽ القمامة العمـ الأكعية -  النفايات التي لـ تتلامس مع مادة بكتيريةكؿ
.  اتركيا فكؽ الصينية بصكرة مرتبة- التي لـ تتلامس مع مادة بكتيرية

 .المختبر عمى غسؿ يديؾ بالماء كالصابكف بنياية احرص .6

استدع أم شخص مف الأعضاء , في حالة أم عطؿ بما في ذلؾ عدـ انتظاـ الجياز .7
 .    ً المرشديف فػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػكرا
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 ( Introduction): المقدمة 
كتأكد مف أنؾ تعرؼ كؿ " مف الجيف إلى البركتيف" لممختبر المقدمة في ؾاقرأ قبؿ قدكـ 

–قسـ مف طرؽ العمؿ في اليندسة الكراثية  كنتعرؼ عمى نتعمـ س في ىذا المختبر.المصطمحات الميمة

 DNA البكتيريا بمساعدة (Transformation)  بلازميدم مف البكتيريا كتحكيؿDNAاستخلاص 
. بلازميدم

 بحيث يتـ إدخاؿ   ،(Carier)  البلازميدم يستخدـ كحامؿDNAالػ  : بلازميديDNAلاص استخ
.  البلازميدمDNAمف أجؿ ذلؾ يجب استخلاص الػ  . أستنساخو ألى داخمو الذم نكدDNAمقطع  الػ 

 كبعد ذلؾ DH5 مف نكع E.coli بلازميدم مف البكتيريا DNAسيتـ استخلاص في ىذه التجربة 
 .نقكـ بتنفيذ عممية التحكيؿس

عممية التحكيؿ ىي عممية :   بلازميدي DNA البكتيريا بمساعدة (Transformation) تحويل
 DNA الػ كبركز فعالية غريب لخمية مضيفة كتغيير الخمية نفسيا عمى أثر إدخاؿ DNAإدخاؿ 
. الغريب

  بالخميةان  متعمؽدكف أف يككفالبلازميد الذم نقؿ إلى داخؿ الخمية المضيفة يمكنو أف ينقسـ بشكؿ ذاتي 
 . في كؿ خمية يتـ الحصكؿ عمى كمية كبيرة مف البلازميدحيث

 Working Steps in the Laboratory (procedure) : خطوات العمل في المختبر
:   بلازميدي DNAاستخلاص  : Iقسم 

مف نكع  E.coli  بلازميدم مف زراعة بكتيرياDNAفي ىذا القسـ مف المختبر سكؼ نقكـ باستخلاص 
DH5 التي تحمؿ البلازميد pUC 19 . ىذا البلازميد يحمؿ جينيف، الأكؿ يمنح القدرة لمقاكمة مضادا 

 . ، ْزا الاَضٚى ٚفكك انهكتٕص انٗ جهٕكٕص ٔجهكتٕصB-galactosidaseحيكيا كالثاني مسؤكؿ عف الانزيـ 
: (اليجرة الكيربائية لمدقائق المعمقة بالجل ) بواسطة جل الكتروفوريزة  DNAتحميل :  IIقسم 

 فكؽ الجؿ، ثـ تركيضو بكاسطة لاصو، كذلؾ الذم تـ استخDNAفي ىذا القسـ سكؼ نقكـ بتحميؿ 
 . يتـ الحصكؿ عميو تجاريان ق مشابوDNA الذم تـ استخلاصو في المختبر كبيف DNAقارف بيف الػ سف

 :  (Competent) مؤىمةتحويل البكتيريا ال: IIIقسم 
 ،المؤىمة E.coli الذم يتـ استخلاصو في القسـ الأكؿ سكؼ يستخدـ لتحكيؿ لبكتيريا DNAالػ
. (positive Control)  إيجابيفحص ك (Negative Control)  سمبي فحص بعممية سنقكـبالمقابؿك

 سمبي سكؼ يككف  الفحص. بلازميدم تجارمDNA الإيجابي سكؼ يككف تحكيؿ بكاسطة الفحص
.  بلازميدمDNAتحكيؿ البكتيريا بدكف 

 
 
 

(  Procedure )سياق التجارب 
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  :DNA Part One DNA Extractionاستخلاص الـ : القسم الأول 

معمؽ   بكتيريا محمكؿ
 

خًس                                  بالقكة الطاردة مف المركز لمدة (Centrifugation)راز سكب السائؿ العمكم   ؼ

دقيقة  / دكرة 14000 بسرعة دقائق
 

            راسب 
 

  4، 3 ، 2إضافة محاليؿ ا ، 
 

 دقائؽ  10فصؿ بالقكة الطاردة مف المركز لمدة 
دقيقة / دكرة 14000ارمي الراسب    بسرعة 

 
      سائؿ عمكم  

 
  (Colona)      تمرير مف خلاؿ عمكد فصؿ

 
غسؿ مرتيف بكاسطة سائؿ الغسؿ  

 
 

   فصؿاؿ مف عمكد DNA     تحرير الػ 
 

فصؿ بالقكة الطاردة مف المركز لمدة                               
دقيقة / دكرة 14000دقيقتيف بسرعة                               

 
 

 بلازميدم   DNAسائؿ يحتكم عمى 
 
 
 
 

سٛاق انعًم - DNAاستخلاص : 1الجزء 
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 مستنبت يكجد Rحرؼ باؿ  المعمـالمكجكد داخؿ سمة الثمج ك (قاركرة )في أنبكب الاختبار 
ىذا البلازميد يحتكم عمى جيف . pUC19 التي تحمؿ البلازميد   DH5 مف نكعE.coliبكتيريا 

- لأنزيـ بيتاا  يحمؿ شيفرةلمضاد الحيكم امبسميف ككذلؾ جيفا ذم يمنح صفة المقاكمة ضدكاؿ
ا مف ىذ.  الذم يحتكل عمى امبسميفLB نمك سائؿ كسط الميمة في طكاؿنمت البكتيريا  .جلاكتكزيداز 

  . البلازميدمDNA سكؼ نفصؿ الػ المستنبت
 
 StepA    ترسيب الخلايا : خطوة أ 

  يؤدم قد اختصار الطرؽ . بجانب كؿ بند قمت بتنفيذهوضع علامةتابع التعميمات خطكة بعد خطكة 
. إلى عدـ نجاح التجربة

 
    في ىذه المرحمة نقكـ بترسيب البكتيريا ككذلؾ الفصؿ بينيا كبيف الكسط التي نمت بو  

 
 (قارورة  ) ترقيم أنابيب الاختبار  .1

  ،2، 1بالأرقاـ ين كبيرـ أنبكبي اختبار افيندكرؼ مرؽقـ بتبكاسطة قمـ ترقيـ .
                      لكف أنابيب اختبار مجمكعتؾ حيث أف أنابيب الاختبار ىذه سكؼ تدخؿ إلى ؿ انتبو

 .لمجمكعات الأخرلا المركز مع أنابيب اختبار عفداخؿ آلة الطرد 
 (تحديد الحجم ) الأتوماتيكية  الماصةضبط .2

  استعف بالمرشد  ) ميكركليتر 900 ميكركليتر إلى 1000 الماصة ذات حجـ بضبطقـ
.  أزرقا(Tipتيب  ) اكضع غطاء بلاستيكي (عند الحاجة 

 أنابيب الاختبار  الى البكتيريا (Culture)مستنبت توزيع  .3
 في الخطكة السابقة، انقؿ مرتيف لكؿ كاحد مف أنابيب  ضبطيابمساعدة الماصة التي 

 البكتيريا مف اجؿ الحصكؿ عمى حجـ  مستنبت ميكركليتر مف900،  التي عممتياالاختبار
. ( ممميتر1.8) ميكركليتر  1800نيائي يساكم

 لذلؾ حتى لا تنسكب المادة امتنع عف إدخاؿ ،أنبكب الاختبار سكؼ يمتمل تمامان تقريبان  : أنتبو
. عميقان لداخؿ السائؿ المكجكد في أنبكب اختبار افيندركؼ (تيب)الغطاء البلاستيكي 

  نابيب جيدان الأاغمؽ " إلى كيس النفايات البكتيرية  (تيب)ارمي الغطاء البلاستيكي. 
 (استعن بالمرشد )ترسيب البكتيريا  .4

  المركز كرتبيا بطريقة بحيث أف المحكر الظاىر لمغطاء  عفنابيب إلى آلة الطردالأادخؿ 
تقسيـ متماثؿ  )ف المركز عنابيب داخؿ آلة الطرد الأ عمى تكازف  إحرص.يتجو إلى الخارج

 .(ف المركز علأنابيب الاختبار في خلايا آلة الطرد 
  فراز(Centrifugation)في درجة حرارة ائؽ دؽ خمسف المركز لمدةع الطاردة  تآنح 

 .دقيقة/ دكرة14000الغرفة بسرعة 
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: (!احذر من أن تضر أو تصيب الراسب  ) الراسب عن السائل العموي عزل .5

 كذلؾ عف طريؽ مسؾ اسكب بحذر السائؿ العمكم إلى داخؿ كعاء النفايات البكتيرية 
الأنبكب مقمكبا، بحيث أف فتحتو تتجو الى الأسفؿ، كتحريكيا ببطء فكؽ كعاء النفايات 

 .البكتيرية

  بعد ذلؾ ضع الأنبكبة كىي مقمكبة عمى قطعة كرؽ ماص لكي تتخمص مما بقي مف
 السائؿ بداخؿ الانبكب

 
 كذلؾ مف أجؿ    4 ك 3اذا كاف الراسب البكتيرم غير كبير، اعد عمؿ المراحؿ : إنتبو

 .إستعف بالمرشد لفعؿ ذلؾ. زيادة عدد البكتيريا
  نفذ الخطكات السابقة كما ذكرنا أعلاه بالنسبة لأنبكب الاختبار الثاني .

 
 RNA   Step B جزيئات فكيكخلايا وتللدقيق تفجير : خطوة ب 

 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   الأتوماتيكية الماصةضبط .6
 (التيب)اميكركليتر كضع غطاء بلاستيكي 200  إلى1000 الماصة ذات حجـ أضبط 

  .اأزرؽ
.  وتعميق الراسب1إضافة محمول رقم  .7

  1محمكؿ رقـ " ميكركليتر مف 200أضؼ ."
 حاكؿ إبقاء . (استعف بالمرشد  ) الماصة بكاسطةؿ السائؿ انزا رفع ك بكاسطةعمؽ الراسب

التيب داخؿ السائؿ عند قيامؾ بعممية التعميؽ، كذلؾ لكي تمنع تككف رغكة، ارفع كانزؿ 
 . السائؿ عدة مرات إلى أف لا ترل تكتلات بكتيرية في السائؿ

: حاليل مختمفة  م4 تشمل ىذه الخطوة عمى إضافة
 EDTAك  Tris-HCLيحتكم عمى محمكؿ منظـ  : (Cell Resuspension Solution) 1محمول رقم 

 الذم يفكؾ  RNase اضافة لذلؾ، فإف المحمكؿ يحتكم عمى انزيـ. لمخلايادقيؽر كسط ملائـ لتفكؾ مكؼتكظيفتو 
  .RNAجزيئات الػ

. ؤدم إلى تفكؾ اغشية الخميةكم  NaOH   و SDSيحتكم عمى  : (Cell Lysis Solution) 2محمول رقم 
 انزيـ يقكـ بتفكيؾ البركتينات كالانزيمات يحتكم عمى: (Alkaline Protease Solution) 3محمول رقم 

.  المكجكدة في الخمية كالتي مف الممكف أف تؤثر عمى نجاعة عممية إستخراج البلاسميد، كلذلؾ فانو يكقؼ عمميا
 اسيتات البكتاسيكـ  Guanidine HClٔ يحتكم عمى: (Neutralization Solution) 4محمول رقم 

Potassium acetate فصؿ الػب انًساعذجل  ىكـ كظيفتوDNA انًحهٕلمككنات انثلاصيٛذ٘ عٍ تقٛح  .
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  أعلاه لأنبكب الثانيالمذككرة الخطكات  نفسكقـ بتنفيذ (التيب )بدؿ الغطاء البلاستيكي  .
  2إضافة محمول رقم  .8
  2محمكؿ رقـ   ميكركليتر مف200الأزرؽ كاضؼ  (التيب )ضع الغطاء البلاستيكي  (Cell 

Lysis Solution) لكؿ كاحد مف أنابيب الاختبار .
 مرات6-4 قمبيا لطؼ بكاسطة أنابيب الاختبار بأخمط . 

 لمدة دقيقتيفضع الأنابيب في المكاف المخصص عمى حامؿ الأنابيب   .
 

 3إضافة محمول رقم  .9
 (التيب)اميكركليتر كضع غطاء بلاستيكي 300  إلى1000 الماصة ذات حجـ أضبط 

 .اأزرؽ

  3 محمكؿ رقـ" ميكركليتر مف 300أضؼ" (Neutralization Solution)  نكم ٔاحذ

 .يٍ الأَاتٛة
  يشاخ6-4إخهط الاَاتٛة تهطف تٕاسطح قهثٓا . 

 

 لاحظ ًٚكٍ اٌ ث–بعذ تُفٛذ ْذِ انخطٕة فئٌ انًحهٕل ٚحتٕ٘ عهٗ خلاٚا يفككت 

.  انبلاسيٛذ٘ يعهك فٙ انًحهٕلDNAانـ . عًهٛت اَتاج  َسٛج  جم

 
  Step C تنظيف المحمول المعمق من الخلايا المفككة : خطوة ج 

  محمكؿمف ( كروموزوماليDNAبما في ذلك  ) جزيئات كبيرة إبعادفي ىذه الخطكة سكؼ نقكـ ب
.  معمؽ اؿالخلايا

 .معمق ال الخلايامحمولترسيب جزئيات كبيرة موجودة في  .11
  قـ بعممية فراز(Centrifugation)3 ف المركز لمدةع الطاردة  لأَاتٛة الإختثاس فٙ آنح 

 .دقيقة/ دكرة13000 في درجة حرارة الغرفة بسرعة ائؽدؽ

.  انبلاسيٛذ٘ سٛكٌٕ يذاباً فٙ انسائم انعهDNAٕ٘لـبعد تنفيذ ىذه الخطوة فإن ا

 

 

 

 

 Step D               (Colona) انبلاسيٛذ٘ نغشاء عًٕد انفصم DNAربط الـ: خطوة د

 
 
 
 
 

 انثلاصيٛذ٘ سٕف تانغشاء انًٕجٕد فٙ عًٕد DNAالػ.  سنمرر المحمكؿ خلاؿ عمكد الفصؿفي ىذه الخطكة

يحهٕل انغسم سٕف ٚستخذو يٍ أجم إتعاد . أيا تاقٙ يشكثاخ انًحهٕل فسٕف تكٌٕ حشج داخم انًحهٕل. انفصم

--- كشٔيٕصٔيانٙ، تشٔتُٛاخDNA)انًٕاد انتٙ نى تشتثط يع عًٕد انفصم، ٔنزنك فئٌ تاقٙ يشكثاخ انًحهٕل 

  .سٕف تكٌٕ حشج داخم انًحهٕل (إنخ------
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الأنابيب . عمى الطاكلة امامؾ يكجد نكعاف مف أنابيب الإبندركؼ، بدكف غطاء كأخرل مع غطاء: إنتبو
عندما يطمب منؾ إستعماؿ انابيب بدكف . بدكف غطاء شفافة، كذات لكف متشابو لجميع المجمكعات

، كتابة إسـ مجمكعتؾ عمى الانابيب كذلؾ 2 ك1غطاء يجب عميؾ، بالإضافة لتعميـ الانابيب بالأرقاـ 
 . حتى تميز الأنابيب الخاصة بؾ عف انابيب باقي المجمكعة

. نابيبالاترقيم   .12
 أكتب اسـ . 2 ،1 بالارقاـ تيف كشفافتيف بدكف غطاء كبير(افيندكرؼ)بي اختبار كرقـ أف

 .مجمكعتؾ عمييا

 .أدخل عمودة فصل لكل واحد من الأنابيب .13

   الأتوماتيكية الماصةضبط .14

 (التيب)اميكركليتر كضع غطاء بلاستيكي 650 إلى1000 الماصة ذات حجـ أضبط 
 .اأزرؽ

 تمريرالمحمول من خلال عمود الفصل .15

 لاتسكب السائل لأن الـ. إسحب بحذر السائؿ العمكم دكف المس بالراسبDNA 

 !!.انبلاسًٛذ٘ يٕجٕد بذاخهّ

 أسكب السائؿ لداخؿ عمكد الفصؿ المكجكد داخؿ أنبكبة الإبندركؼ التي قمت بتعميميا .
 .غير التيب كقـ بنفس الخطكة للأنبكبة الأخرل

 إرـ أنابيب الإختبار مع الراسب إلى سمة النفايات البكتيرية. 

  
 

 ترسيب الجزيئات الكبيرة الموجودة داخل المحمول الخموي .16

  قـ بعممية فراز(Centrifugation)30ة ف المركز لمدع الطاردة  لأَاتٛة الإختثاس فٙ آنح 
 .دقيقة/ دكرة8000 في درجة حرارة الغرفة بسرعة ثانية

 . انبلاسيٛذ٘ لذ ارتبط باغشاء انًٕجٕد داخم عًٕد انفصمDNAتذكر ان الـ

 رمي السائل من الانابيب .17

 تٍٛ الأَاتٛة ٔاعًذج انفصم، ٔاسكة انسائم انًٕجٕد داخم الاَاتٛة إنٗ ٔعاء  افصم

 . انُفاٚاخ انثكتٛشٚح

  تعذ رنك ادخم اعًذج انفصم يشج اخشٖ انٗ الأَاتٛة ٔضع الاَاتٛة فٙ انًكاٌ انًخصص

 .عهٗ حايم الاَاتٛة

 Step E             انبلاسيٛذDNA٘غسل الـ: خطوة ىـ

 

 

 

 

 

  الأتوماتيكية الماصةضبط .18

ٔرنك لاٌ ْزِ الايلاح يًكٍ اٌ تؤثش .  يٍ الأيلاح انًتثقٛح ٔانعانقحDNAفي ىذه المرحمة سكؼ نقكـ بغسؿ الػ

إٚثإَل، : يحهٕل انغسم ٚحتٕ٘ عهٗ . عهٗ عًم الإَضٚى انز٘ سٕف َستعًهّ تانًشاحم انًقثهح يٍ انًختثش

 .Tris-HCl (Buffer)ٔ  -Potassium acetateيحهٕل يُظى 
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 (التيب)اميكركليتر كضع غطاء بلاستيكي 400  إلى1000 الماصة ذات حجـ أضبط 
 .اأزرؽ

 إضافة محمول الغسل .19

 الى مركز الغشاء المكجكد  (4محمكؿ رقـ ) مف محمكؿ الغسؿ ميكركليتر 400 اضؼ
 .داخؿ عمكد الفصؿ

 DNAغسل الـ .20

  قـ بعممية فراز(Centrifugation)ف المركزع الطاردة  لأَاتٛة الإختثاس فٙ آنح ،
 .دقيقة/ دكرة8000درجة حرارة الغرفة بسرعة ب ثانية 30ة  لمدبمساعدة المرشد،

 التخمص من سائل الغسل .21

 ثـ فرغ محتكل الانابيب الى داخؿ كعاء النفايات . اخرج اعمدة الفصؿ مف الانابيب
 .البكتيرية

 ارجع اعمدة الفصؿ الى الانابيب. 

  الأتوماتيكية الماصةضبط .22

 (التيب)اميكركليتر كضع غطاء بلاستيكي 600  إلى1000 الماصة ذات حجـ أضبط 
 .اأزرؽ

 إضافة محمول الغسل .23

 الى مركز الغشاء المكجكد  (5محمكؿ رقـ ) مف محمكؿ الغسؿ ميكركليتر 600 اضؼ
 .داخؿ عمكد الفصؿ

 DNAغسل الـ .24

  قـ بعممية فراز(Centrifugation)ف المركزع الطاردة  لأَاتٛة الإختثاس فٙ آنح ،
 .دقيقة/ دكرة8000درجة حرارة الغرفة بسرعة ب ثانية 30ة  لمدبمساعدة المرشد،

 التخمص من سائل الغسل .25

 ثـ فرغ محتكل الانابيب الى داخؿ كعاء النفايات . اخرج اعمدة الفصؿ مف الانابيب
 .البكتيرية

 ارجع اعمدة الفصؿ الى الانابيب. 

. دقيقة/ دكرة13000قـ بعممية الفرز في اّلة الطاردة عف المركز لمدة دقيقتيف بسرعة .26
 

. تفريغ محتكل الأنابيب. 27
 

  Step F     البلازميدي من عمود الفصلDNAفصل الـ : خطوة و 
 

 
التجاذب بيف المادة  ؿإف الماء سكؼ يؤدم إلى تقمي. في ىذه الخطكة سكؼ نضيؼ ماء إلى اعمدة الفصؿ

.  البلازميدمDNA البلازميدم كبالتالي سيتـ تحرير الػ DNAالػ ك  المكجكدة في غشاء عمكد الفصؿ
 



 11 

 
 
 

 .2، 1 بالارقاـ يفقـ بترقيـ أنبكبي اختبار افيندكرؼ صغير : ترقيم أنابيب الاختبار .26

 : . نقل أعمدة الفصل         
 

جديدة كالتي قمت بترقيميا كارـ اؿختبار الا أنقؿ أعمدة الفصؿ إلى أنابيب :نقل اعمدة الفصل .27
 .انابيب القديمة إلى كعاء النفايات البكتيرية

 :ءإضافة ما .28

 بيضأ (التيب)اميكركليتر كضع غطاء بلاستيكي 50  إلى100 الماصة ذات حجـ أضبط. 

  ميكركليتر ماء50 فتحة عمكد الفصؿ مركزأضؼ بحذر إلى -ddw(  6محمكؿ رقـ.)  
 فكؽ لانبكب عمى جدراف عمكد الفصؿ قـ بإنزاليا بكاسطة طرقة بسيطة ؿءمااذا بقي اؿ 

 .سطح الطاكلة 

 نبكب الاختبار الثاني لأ  المذككرة اعلاه الخطكات نفسقـ بتنفيذ  .
 

 :(Centrifugation)  المركزعنبالقوة الطاردة الفراز  .29

  قـ بعممية فراز(Centrifugation)ة  لمد، بمساعدة المرشد،ف المركزع الطاردة   فٙ آنح
 .دقيقة/ دكرة13000درجة حرارة الغرفة بسرعة ب يقتيفدؽ

 بلاسيٛذ٘ ٔسٕف ٚتى استخذايّ يٍ أجم انتحهٛم DNA  ٚحتٕٖ عهٗ َاتجإٌ انًحهٕل ال

 ٔكذنك يٍ ( 2 جشء) (انٓجزة انكٓزبائٛت نهذلائك انًعهمت بانجم )باستخذاو جم انكتزٔفٕٚشة 

(. 3جشء ) ؤْهتأجم تحٕٚم انبكتٛزٚا انى
 

 

 :فصل اعمدة الفصل .30

 أنابيب  حاممة إلى نابيب الاختبارافصؿ بحذر اعمدة الفصؿ عف أنابيب الاختبار كانقؿ ا 
    .رـ اعمدة الفصؿ إلى سمة النفاياتا. الاختبار

 

 :DNAتوحيد الـ .31

 بيضاأ (التيب)اميكركليتر كضع غطاء بلاستيكي 50  إلى100 الماصة ذات حجـ أضبط. 

  انقؿ السائؿ مع الػDNA 2 إلى أنبكب اختبار رقـ 1 المكجكد في أنبكب اختبار رقـ .
  1ارمي أنبكب اختبار رقـ .

 

 

 ترقيم أنابيب الاختبار .32

ـ  أنابيب   . B ك  A بػ يف أنبكبي اختبار افيندكرؼ صغيررق
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اليجرة   )جؿ الكتركفكريزة - تجربة ستخدميا في القسـ الثاني مف اؿف     الاختبار ىذه سكؼ 
 .(     الكيربائية لمدقائؽ المعمقة بالجؿ

  :DNAالـ توزيع  .33

 ميكركليتر 15 إلى20 ماصة ذات حجـ اضبط .
  إلى 2ميكركليتر مف أنبكب اختبار رقـ  15انقؿ A .
 إلى 2ميكركليتر مف أنبكب اختبار رقـ  15 انقؿ B. 

  ميكركليتر6.5- ؿ20اضبط الماصة . 

  ميكركليتر ماء لأنبكبة6.5اضؼ A ِ . 

  ميكركليتر5.5- ؿ20اضبط الماصة . 

  ميكركليتر ماء لأنبكبة 5.5اضؼ B.  
 ادخؿ أنابيب الاختبارA  ك B إلى سمة الثمج . 

 :ترقيم أنبوب اختبار  .34

ـ   ، أنبكب الاختبار ىذا سكؼ يتـ استخدامو DNA I بػ أنبكب اختبار افيندكرؼ صغيرة رق
 . (Transformation) تحكيؿ-  الثالث مف المختبرجزءفي اؿ

  :DNAالـ توزيع  .35

  ميكركليتر15 إلى 20ماصة ذات حجـ اضبط  .
  إلى أنبكب 2 ميكركليتر مف أنبكب رقـ 15انقؿ DNA I ،ادخؿ أنبكب إلى سمة  ثـ 

. الثمج
  إلى سمة الثمج2نبكب رقـ الأادخؿ . 
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  (اليجرة الكيربائية لمدقائق المعمقة بالجل )جل الكتروفوزيرة :  الثاني الجزء
                         Gel electrophoresis      Part Two: 

 
 Step A    قطع البلازميد: خطوة أ 

.  الجؿتركيضو عمى بكاسطة ، الذم تـ استخلاصوDNAفي ىذا القسـ سكؼ نقكـ بعممية تحميؿ الػ 
 تـ استخلاصو ق مشابوDNA الاف كبيف لاصو الذم تـ استخDNAنقكـ بمقارنة بيف الػ س كما اننا

  انتظاـإف .  باشكاؿ فراغية مختمفةنتظما البلازميدم يمكف أف يككف ـDNAإف الػ . بطرؽ اخرل
 اكثر كمما كاف البلازميد مضغكط –يؤثر عمى سرعة حركتو كفحصو بالجؿ  (شكمو)  في الفراغلبلازميدا

.  نظافة البلازميد تؤثر عمى سرعة حركتو بالجؿ درجةكما اف.  صحيح تحرؾ بسرعة اكبر كالعكسكمما
إف بلازميد ذك درجة نظافة منخفضة يحتكل ايضا عمى جزيئات مختمفة لـ يتـ ازالتيا كما يجب خلاؿ 

. بطء بالجؿب كيذا سكؼ يتحرؾ بلازميدعممية الاستخلاص، 
 

 (الذي إستخمصتو DNA )  A  بـملعمنبوب الللأEcoRI  (الحصر)المقطع إضافة انزيم  .1
: (مكجكدة عند المرشد ) المكاد التالية Aنبكب الأ إلى بمساعدة المرشدأضؼ 

 1 الحصر ميكركليتر مف انزيـ EcoRI .
 2.5منظـاؿلمحمكؿ ا  مف ميكركليتر (Buffer) . بمساعدة الماصةة  بخؼخمطا. 

 Bأضافة انزيم مقطع للأنبوب المعمم ب  .2

 1 ميكركليترمف انزيـ الحصرEcoRI 

 1 ميكركليتر مف ScaI 

 2.5 مف المحمكؿ المنظـ (buffer).اخمط بخفة بمساعدة الماصة. 

 

 : أنبوب الاختبار قعرانزال المحمول إل .3
  دقيقة/  دكرة 14000 ثكاني بسرعة 5 المركز لمدة عفنبكب إلى آلة الطرد الأادخؿ. 

:   درجة مئوية37 بـ (Incubation) حضانة .4
  دقيقة 30 لمدة لا تقؿ عف ضعو كانحايهح انتٙ تشثّ انقاسب ادخؿ أنبكب الاختبار إلى 

 .(سجؿ لنفسؾ زمف بدء الحضانة  ) درجة مئكية 37بدرجة حرارة 
  (Transformation) تحويل- 3  الجزءفيذن بت قم فترة الانتظارأثناء     

  Step B  :  بالجل تركيضياتحضير العينات من أجل : خطوة ب
:   عدة عينات تركيضبالجؿ المكتركفكريزة سكؼ نقكـ ب

. EcoRI مع (A) الذم تـ استخلاصو مف البكتيريا عمى ايدينا  pUC19البلازميد  - 1عينة  .أ 
 الذم تـ استخلاصو مف البكتيريا عمى ايدينا كمف ثـ قطع بكاسطة  pUC19البلازميد - 2عينة  .ب 
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 EcoRI+ScaI( B.) حصرانزيـ اؿ
. EcoRI مع  كاستخمص بطريقة اخرلئو تـ شرا الذم بلازميد pUC19البلازميد - 3عينة  .ج 
 حصر الذم تـ استخلاصو بطريقة اخرل كقطع بكاسطة انزيـ اؿpUC19البلازميد - 4عينة  .د 

EcoRI+ScaI .
بكتيريكفاج لامبدا ؿ DNA المؤشر مركب مف.مؤشر يستخدـ لتحديد الكزف الجزيئي-5عينة . ىػ

 (Lambda-pUC Mix Maker).ات حصر مختمفة بكاسطة انزيـكا قطع،كبلازميد
 

 (توستخمصالذي ا DNAالـ ) Aتحضير عينة رقم
 ميكركليتر3 إلى 20 الماصة ذات حجـ اضبط  .
  نبكبالأ إلى محمكؿ لكف جميتسيركؿ ميكركليتر 3 انقؿ Aخمط بمطؼ ا   
  الػ  جياز     باستخداـ(Vortex) . 
 خفيفة عمى الطاكلةبةنبكب الاختبار بكاسطة طرالأ  قاع انزؿ جميع المادة إلى . 

 (  استخرجتو وقطعتوDNA) Bتحضير عينة رقم 
  نبكب الأ أضؼ إلىA(  مئكية  درجة37أنبكب الاختبار الذم تـ حضانتو بدرجة) 3 

(. Vortex)الػ  جيازباستخداـ خمط بمطؼ ا. لكف جميتسيركؿميكركليتر مف محمكؿ 
 خفيفة عمى الطاكلةبةنبكب الاختبار بكاسطة طرالأ  قاعانزؿ جميع المادة إلى . 

:   3،4،5معالجة العينات رقم 
إذا كانت مجمدة، قـ بصيرىا عف طريؽ حكيا بيف . احصؿ عمى ىذه العينات جاىزة مف المرشد

.  كفكؼ يديؾ
 

  StepC  : شحن العينات فوق الجل :خطوة ج 
 
!!!.  السرطان سبب الجل يحتوى عمى مادة ت–يدي مكشوفة ألمس الجل بتلا  
 

  الأتوماتيكية الماصةضبط

  (تيب) ا ميكركليتر كضع غطاء بلاستيكي20 إلى 20 ذات حجـ  أتكماتيكية ماصةاضبط 
 .صغير

: فتح الجل 
.   بمساعدة المرشد افتح غلاؼ الجؿ الجاؼ كضعو في جياز الجؿ

 يجب فتح غلاف الجل بفترة زمنية قريبة جداً من فترة الشحن. لكاسيت تدخل أولاً  لالجية اليمنى
 . لمنعو من الجفافوذلك
 prerunتنفيذ 
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  قـ بتنفيذ prerun ( لمكاسيت ذك مشط عمى كجيو) زربكاسطة الضغط المستمر عمى اؿ 
. عممية سميمةاؿ  أفصفير قصير كضكء اخضر متردد دليؿ عمى. لمدة ثانيتيف

 يجب .  بعد مركر دقيقتيف فإف الضكء يتحكؿ إلى احمر متردد كيسمع صفير متقطع
 .حتى ظيكر ضكء احمر ثابتزر  عمى اؿالضغط

 : تحميل العينات 
 قـ بتحميميا في الحفرة التي 5عينة رقـ .   اخرج المشط كقـ بتحميؿ الخمس عينات التي تخصؾ

بيف العينة كالاخرل،  (تيب )بلاستيكي اؿغطاء اؿلا تنسى اف تقكـ بتغيير . في الطرؼ الاقصى لمجؿ
 .سجؿ أم عينة قمت بتحميميا في كؿ حفرة

 :  بدء فحص وتشغيل الجل
ضكء اخضر ثابت دليؿ عمى عممية . زراضغط ضغطة قصيرة عمى اؿ  مف اجؿ بداية الحركة،

أمعف النظر بتحرؾ المكف، كلكف لا تممس .  دقيقة30 إلى 15اترؾ الجؿ يتحرؾ ما بيف . صحيحة
 . الجياز

 : تركيض انتياء ال
 . في نياية الحركة، الضكء الأخضر يتحكؿ إلى احمر كيسمع صفير متقطع

 :تصوير الجل 
بعد الحصكؿ عمى صكرة .  UV الػ كينقمو إلى طاكلةتركيض المرشد الجؿ مف جياز اؿسيخرج 

. جيدة ، يقكـ المرشد بتصكير الجؿ
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 Part Three                       : انبكتٛزٚا انًؤْهت(Transformation)تحويل : الجزء الثالث

 
قابمة مكاد اؿ ابعد .!عميؾ العمؿ بجانب نار مكشكفة احذر جيدان . ىذا العمؿ يتـ تنفيذه في ظركؼ معقمة

. جمع كربط شعكرىـ بطكيؿ عمييـ ر طلاب ذكم شع. كراؽالاعف النار، بما في ذلؾ اؿ شتعللإ
:  بلازميدمDNAالتحكيؿ سيتـ تنفيذه مع نكعيف مف الػ 

 حسب الطريقة التي تـ كصفيا سابقان عمى أيديكـ بلازميدم كالذم تـ استخلاصو  DNA .أ 
 . DNAIكتـ ترقيمو بػ 

إضافة إلى ذلؾ  .+ بلازميدم مشابو تـ استخلاصو بطريقة اخرل كتـ ترقيمو بػ DNA .ب 
 .0 أنبكب اختبار كيذا يتـ ترقيمو ب . (فحص سمبي )نقكـ بعممية تحكيؿ بدكف بلازميد 

بمساعدة المرشد  . DNAتجارم كمحمكؿ بدكف اؿ DNAػ بتحكيؿ اؿ عممية فكر ما اليدؼ مف 
. ركز عمى الفكارؽ بيف فحص سمبي كفحص ايجابي

 Step A   ؤىمة البلازميدي لمخلايا المDNAإضافة الـ : خطوة أ 
 : لمقيام بعممية التحويل ؤىمةتحضير الخلايا الم .1

افحص . (C بالحرؼ عمـ )  مؤىمة خلايا كبوفي داخؿ سمة الثمج يكجد أنبكب اختيار
إذا لـ يصير، اخرج أنبكب الاختبار مف سمة الثمج . بأف السائؿ داخؿ أنبكب الاختبار قد صير

 . قدر الإمكاف جدان لمدة قصيرة
 : بلازميدمDNA  ت تصرفؾ أنبكبي اختبار يحتكياف عمىحت :تحضير أنابيب الاختبار  .2

 كالذم تـ تحضيره في القسـ الأكؿ مف DNAI أنبكب الاختبار الأكؿ الذم تـ ترقيمو بػ
. تجربةاؿ

بلازميدم  DNA يحتكم عمى  ىذاأنبكب الاختبار .  +أنبكب الاختبار الثاني الذم تـ ترقيمو بػ
.  كالذم تـ شراءه مف شركة تجاريةتجربةمشابو لمذم تـ استخلاصو في القسـ الأكؿ مف اؿ

. حامؿ الأنابيبانقميا إلى  .نابيب مكجكدة داخؿ سمة الثمجالأإف 
 DNA( 0)تحضير أنبوب اختبار بدون  .3

 نبكب الأ  ىذا.حامؿ الأنابيب كضعو في 0قـ بترقيـ أنبكب اختبار افيندكرؼ إضافي بػ
 .DNAبدون  كلكف + كDNAI الاختبار بكبيف لأفةسكؼ يمر بعممية مشابو

 :DDW  ماءإضافة محمول منظم .4

 ا ميكركليتر كضع غطاء بلاستيكي15   إلى20 ذات حجـ  الأتكماتيكيةماصةاؿ اضبط
 .أبيضا

 محمكؿ ) 8ميكركليتر مف محمكؿ رقـ  15، 0بػ  ـعؿـأضؼ إلى أنبكب الاختبار اؿ 

DDW-ماء مقطر . ) 

 ا ميكركليتر كضع غطاء بلاستيكي 10  إلى20 ذات حجـ  الأتكماتيكيةماصةاؿ اضبط
 .أبيضا
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 ماءمحمكؿ ) 8  ميكركليتر مف محمكؿ رقـ10 ,+  المعمـ بػأضؼ إلى أنبكب الاختبار 
DDW . )

 ا ميكركليتر كضع غطاء بلاستيكي 5  إلى20 ذات حجـ  الأتكماتيكيةماصةاؿ اضبط
 .أبيضا

  المعمـ بػ أضؼ إلى أنبكب الاختبارDNAI ،5 محمكؿ ) 8ـ ميكركليتر مف محمكؿ رؽ
 (. TEمنظـ 

 كالسبب في ذلؾ ىك إف ةكمية المحمكؿ المنظـ غير متساكية في أنابيب الاختبار الثلاث :ملاحظة
 المضافة لكؿ DNAككمية الػ (ميكركليتر20 )االحجـ النيائي لكؿ محمكؿ يجب أف يككف متساكم

. أنبكب مختمفة 
 ىك تركيز DNAI ك+نابيب الأ التي نضيفيا إلى DNAالسبب في الاختلاؼ في كميات الػ

 الذم نستخمصو لذلؾ فإننا نخفؼ DNA الذم تـ شراءه اكثر تركيزا مف الػDNAإف الػ .DNAالػ
 . DDWماءتركيزه باستخداـ المحمكؿ 

  :DNAإضافة الخلايا إلى الـ .5
 ميكركليتر كضع غطاء بلاستيكي 60ل  إؿ100 ذات حجـ  الأتكماتيكيةماصةاؿ اضبط 

 .أبيض
 ةلأنابيب الثلاثا ضع بطريقة معقمة لكؿ كاحد مف( 0, +, DNAI )60  مف ميكركليتر

 .(Competent cells) المؤىمةخلايا اؿ
 احذر مف تككف فقاعات اك  . بالإصبعىا عف طريؽ نقرلطؼ بةنابيب الثلاثالأ إخمط

 .نابيبالأانتشار الخميط عمى جدراف 
 Step B     لمخلاياDNAإدخال الـ:خطوة ب

حضانة الخلايا في الثمج   .6
  دقيقة20نابيب في الثمج لمدة الأ ضع ك،قارباؿ تشبو  في حاممة دائريةنابيبالأضع  .

  تركيضيا عمى تحضير عينات من اجل-2     في فترة الحضانة استمر قدر الإمكان في تنفيذ القسم 
. الجل

:  (Heat Shock)ية  حرارصدمة .7
 بدرجة   مائيقرب سمة الثمج التي تحتكم عمى أنابيب الاختبار إلى حماـ C42 درجة 

.  ثانية بالضبط90 كادخؿ أنابيب الاختبار إلى الحماـ لمدة ،مئكية
 

 : (Cold Shock) تبريد .8

  ثانية بالضبط 60 لمدة بقيانابيب إلى الثمج كاالأ القارب الذم يحتكم عمى حالاانقؿ .
 

              الأتوماتيكيةتوجيو الماصة .9



 19 

 ا ميكركليتر كضع غطاء بلاستيكي 400ل  إؿ1000 ذات حجـ  الأتكماتيكيةماصةاؿ اضبط
 .أزرقا

  النمو  في وسطتعميق الخلايا .10
 9 ميكركليتر مف محمكؿ رقـ 400 بجانب النار، ة معقـصكرةأضؼ ب (نمك كسط LB ) 

. لكؿ أنابيب الاختبار
 ارمي الغطاء البلاستيكي .  أنبكب الاختباردار بكاسطة النقر بالإصبع عمى جلطؼ بخمطا

 .إلى كيس النفايات البكتيرية (التيب)
 : المضاد الحيوي امبسمينلذي يمنح صفة المقاومة ضد الجين انشاط .4

  37 في حماـ بدرجة دكرؽ القارب بداخؿ لاقط  ثبت."قارب"ادخؿ أنابيب الاختبار إلىC 
. درجة مئكية

 دقيقة 15-30 بسيط لمدة بقيا بالداخؿ ىزا. 
.  العمللإتمام 2 الجزءارجع إلى  
 

 Step C                 :وسط إنتقاءزراعة البكتيريا فوق  :خطوة ج
 كسط تحكيؿ إلى بعممية  مرت البكتيريا التيمستنبتتتـ عممية الزراعة عف طريؽ نقؿ حجـ معيف مف 

 يحتكم عمى اجار بالإضافة إلى المضاد الحيكم امبسميف كسطىذا اؿ. نمك صمب مكجكد في الصحكف
 substract   مادة حميمة  عمىكسطيحتكم اؿ كذلؾ . تحكيؿ لانتقاء الخلايا التي مرت بعمميةالمستخدـ

(X-gal). جلاكتكزيداز كناتج التفكؾ الذم يتـ الحصكؿ -تفكؾ بكاسطة الأنزيـ بيتات مادة الحميمةإف اؿ
.  المكفعميو سيككف ازرؽ

 
 

 نمك صمب بحيث أف ثلاث صحكف مف كسط كالتي تحتكم عمى "بترم" أمامؾ ست صحكف 
. X-galامبسميف ك:  النمك عمى المكاد كسط في  تحتكمىذه الصحكف .الستة مغمفة بكرؽ فضي

 دائماكالذم ناتج تفككو ازرؽ، حساس لمضكء كلذلؾ يجب المحافظة عميو  (X-gal )مادة الحميمةاؿ
 تحتكم لا، (Control) ، كالتي تستخدـ كصحكف لمفحصخرل صحكف الاةالثلاث. بمساعدة كرؽ فضي

 .X-galعمى امبسميف ك 
 :  الصحون  تعميمترقيم و .5

 الجية السفمى لمصحف كالتاليبكرؽ فضي مف رقـ الصحكف المغمفة  :DNAI – كسط 
. ، أضؼ اسمؾ كالتاريخ  كسط إنتقاء0، كسط إنتقاء – +، إنتقاء

 كالتالي مف أسفؿ(بكرؽ فضيالغير مغمفة )  صحكف الفحصـرؽ  : DNAI- كسط 
 لكؿ كاحد مف  ، أضؼ اسمؾ كالتاريخكسط فحص- 0 فحص، كسط + فحص،
 .الصحكف
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              الأتوماتيكيةتوجيو الماصة .13
 ا ميكركليتر كضع غطاء بلاستيكي 50ل  إؿ100 ذات حجـ  الأتكماتيكيةماصةاؿ اضبط

. أبيضا
 

 : ، بجانب النار، بخطوتين ة معقمصورة الزراعة بتتم:   الصحون عمىزراعةال .14
:  نقل البكتيريا إلى الصحون  .أ 
 معمـ بػنبكب اؿالأ مكيركليتر بكتيريا مف 50 ة معقـصكرةانقؿ ب DNAI  إلى 

". كسط فحص- DNAI"     داخؿ مركز الصحف 
 ميكركليتر إضافية لمصحف 50 ، انقؿ  الأتكماتيكيةبمساعدة نفس الماصة "DNAI -

 " كسط إنتقاء
 .(التيب )كارـ الغطاء البلاستيكي 

 : البكتيريا في الصحن توزيع .ب 
  كبكاسطتيا ادىف جيدان البكتيريا     (عصا درجمسكي  ) اخرج بجانب النار عصا ممتكية

. اغمؽ الصحف " .  كسط فحص-DNAI"      التي زرعتيا في 
  العصا  صحف نفس ادىف بكاسطة  "DNAI -كسط إنتقاء ." 
 ضع العصا المستخدـ في داخؿ الكعاء البلاستيكي الكبير . 

 
كعصا  (التيب )لا تنس أف تغير الغطاء البلاستيكي.  الخطكتيف السابقتيف لمصحكف الأخرل كرر

.  المختمفةDNAدرجمسكي في فترة الانتقاؿ بيف عينات الػ 
  الجكانب  الصحكف مفتمصقلا . شريط لاسؽ كؿ الصحكف بكاسطة ألصؽ .
  احضف الصحكف في ˚C37 ساعة كراقب ظيكر مستعمرات  24 درجة مئكية لمدة 

. ا البكتيرم
 

.  بورق فضياة لا تنسى أن تغطي مرة أخرى الصحون التي كانت مغط



 21 

إعداد النتائج  
 

  Transformation and Selection   إنتقاءتحويل و
 
 : عدد الخلايا الحية في العينة التي تم زرعيا  (تخمين )تقدير  .أ 

 ذلؾ لمصحف الذم تـ بو زراعة افعؿ. LB قـ بتقدير عدد المستعمرات التي تظير في صحف 
 الذم تـ استخلاصو ، ككذلؾ بالنسبة لمصحف الذم تـ بو زراعة DNAبكتيريا كالتي حكلت بمساعدة الػ 
 . بطريقة أخرل تجاريا بلازميدم كتـ استخراجوDNAبكتيريا كالتي حكلت بمساعدة  

 
 :  عمى مقاومة امبسمين ةقدرال تظير والتي لتي تحولتلخلايا ااتحديد نسبة  .ب 

قـ  . X-gal قـ بتقدير عدد المستعمرات التي تظير في الصحكف التي تحتكم عمى امبسميف ك 
 ذلؾ لمصحف الذم تـ بو زراعة بكتيريا كالتي  افعؿ.بعد المستعمرات الزرقاء ككذلؾ المستعمرات البيضاء

 ككذلؾ لمصحف الذم تـ بو زراعة بكتيريا كالتي حكلت بكاسطة صتو الذم استخؿDNAحكلت بكاسطة 
DNAالنسبة بيف عدد المستعمرات في البند ب . ابطريقة أخرل تجارمخلاصو  بلازميدم كالذم تـ است

 ظير كالتي تتي حكلتإلى عدد المستعمرات في البند أ، مضركبة في مئة يعطي النسبة المئكية لمخلايا اؿ
. مبسميفالا عمى مقاكمة ةقدراؿ
 
 . جلاكتوزيداز- الأنزيم بتياظير نشاط والتي تتي تحولتلخلايا الاتحديد نسبة  .ج 

.  X-gal الصحكف التي تحتكم عمى امبسميف ك  عمى قـ بتقدير عدد المستعمرات التي تظير
 ككذلؾ  ، الذم استخمصتوDNA ذلؾ لمصحف الذم تـ بو زراعة بكتيريا كالتي حكلت بكاسطة  افعؿ

النسبة بيف عدد .  بلازميدم تـ شراءهDNAلمصحف الذم تـ بو زراعة بكتيريا كالتي حكلت بكاسطة  
 المستعمرات في البند ج إلى عدد المستعمرات في البند أ، مضركبة في مئة يعطي النسبة المئكية لمخلايا

.   جلاكتكزيداز - الانزيـ بتياظير نشاط كالتي تتحكلت التي
 . جدكؿ تمخيصيبناءقـ ب

 
 Questions     : أسئمة 

  
 ؟ ة في عدد مستعمرات البكتيريا في الصحكف الثلاثختلاؼفسر الاتكيؼ  (1

  استخمصتو DNAحكلت بكاسطة ت    قارف بيف سمسمة الصحكف التي تـ زراعتيا بكاسطة بكتيريا كالتي 
 . تـ شراءهDNAحكلت بكاسطة تكبيف بكتيريا 

 تؤثر عمى فعالية عممية التحكيؿ ؟ قدأم عكامؿ  (2
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اليجرة الكيربائية  ) الذم تـ استخلاصو بكاسطة جؿ الكتركفكريزة DNA بشكؿ عاـ نفحص الػ  (3
فسر لماذا ؟ .  القياـ بعممية التحكيؿ قبل (لمدقائؽ المعمقة بالجؿ

 
 Gel electrophoresis (اليجرة الكيربائية لمدقائق المعمقة بالجل  )جل الكتروفوريزة 

 الذم تـ شراءه  DNAكبيف الػ  (DNA1 ) الذم استخمصتو DNAقارف بيف عينة الػ  (1
( DNA3) .  عمؿىؿ يكجد فركؽ في اماكف كؿ منيا عمى سطح الجؿ ؟.  
 الذم  DNAكبيف عينة الػ  (DNA1 ) الذم استخمصتو DNAقارف بيف عينة الػ  (2

لماذا تـ الحصكؿ عمى .  HindIII( DNA2)حصر  كقطعتو بمساعدة إنزيـ اؿخمصتو است
 ؟1DNA تركبضفي  ( two bands )مجمكعتيف

 ؟ DNA2 عهٗ انجم يقاسَح يع تًشكض DNA1       ماذا يدؿ تمركز الػ

 
كصمـ رسـ بياني  " مف الجيف إلى البركتيف " استعف بالمقدمة في كحدة التعميـ ( اختيارم  ) (3

 المختمفة كالتي تـ الحصكؿ عمييا مف DNA يمثؿ الصمة بيف مسافات الذبذبات لقطع الػ
 . حجميا Logفحص المؤشر كبيف لكغريتـ 

 الذم  DNA المؤشر الذم نعمؿ بو ، تـ الحصكؿ عميو بعد قطع الػ 
.  بكاسطة انزيمات تحديد مختمفة في الصكرة pUC19يمخص بكتيريكفاج  لامبدا ككذلؾ البلازميد 

بالجية اليسرل يمكف أف نرل نتائج فحص ىذا  
 المختمفة معطى بالصكرة بكحدات  DNAكبر قطع الػ .  المؤشر عمى الجؿ 

بعد قيامؾ بقياس مسافة الذبذبة لمبلازميد المقطكع ، تستطيع تحديد كبر البلازميد حسب . عدة قكاعد 
. المنحنى المعيارم 

 DNAمسافة الذبذبة لقطع الػ  )اف المعطيػات لممنحػنى المعيػارم! انتبو  
التي سكؼ تستعمميا ، عميػؾ أخػذىا مف صكرة الجؿ التي فحصتيا   ( لممؤشر 

!  كمنيا فقط 
مف أجؿ تحديد كبػر البلازميد الذم استخمصتػو يجب عميػؾ اف تقكـ بعمػؿ منحنى 

 الجؿ المستخػدـ نفسمعيارم  باعتمػادؾ عمى معطيات المؤشر الذم تـ فحصو عمى 
 داخػؿ الجػؿ تتغيػر بكػؿ فحػص،كحتى عنػد DNAإف حركػة الػ . لفحص البلازميػد 

، كالسبػب لأنيػا  تعتمػد عمىعكامؿ كثيػرة كىي اكبػر DNAالتحػدث عمػى نفػس مقطػع الػ
اف كؿ تغييػر صغير في تركيز الجؿ أك الجيد الكيربائي . مف قدرتنػا عمى المراقبػة 

لذلؾ فإف فحػص المؤشر لو دلالة فقط . تؤدم إلى نفس الفحػص يػرل بشكؿ آخػر 
بالنسبة لفحص مقابؿ لمبلازميد 

 
 


