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 التفاعل التضاعفي لسلسلة الدنا 

Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 

ٔانُٓعسخ  Molecular geneticsاندؿٚئٙ  انطؽق انًًٓخ فٙ يدبل انجبٕٚنٕخٙ يٍ PCRرؼزجؽ رمُٛخ انـ      

أٔ اكثبؼ َسطخ ٔازعح يٍ اندُٛبد انًسعظح ٔانزٙ  DNAانٕؼاثٛخ اغ رسزطعو نزضطٛى أٔ اكثبؼ خؿئ ٔازع يٍ انـ 

 رى ػؿنٓب ػهٗ شكم زؿو يًٛؿح ػهٗ انٓلاو ثزمُٛخ انزؽزٛم انكٓؽثبئٙ.

 .1983ل يٍ اكزشف ٔصًى ْػِ انزمبَخ ػبو ْٕ أٔ Kary Mullisٚؼزجؽ انؼبنى 

اَؿًٚٛب  DNAانـ نمطؼخ أٔ لطغ يٍ ًٔٚكٍ رؼؽٚف ْػِ انزمبَخ ثأَٓب انمعؼح ػهٗ رضبػف َٕػٙ ٔكًٙ      

ثٕخٕظ انجبظئبد ٔثؿيٍ لصٛؽ ٔثبنزبنٙ ْٙ طؽٚمخ رشطٛصٛخ  in vitroيلاٍٚٛ انًؽاد ضبؼج خسى انكبئٍ انسٙ 

 نكثٛؽ يٍ الأيؽاض انٕؼاثٛخ يٍ ضلال رشطٛص اندُٛبد انًسججخ نٓب.

 :PCRفائذة الـ  *

 فٙ رطجٛمبد انُٓعسخ انٕؼاثٛخ كبنكهَٕخ. PCRًٚكٍ الاسزفبظح يٍ انـ  -1

 الاسزُسبش انجشؽ٘ ٔانسٕٛاَٙ. -2

 انؼلاج اندُٛٙ. -3

 ؼسى انطؽائظ اندُٛٛخ. -4

 

 :PCRمبذأ عمل تقنيت الـ  *

 فك شؽٚطٙ الاؼرجبط. -1

 .Taq DNA polymeraseٔثٕخٕظ اَؿٚى  Primerاػبظح الاؼرجبط يغ انجبظئ  -2

 انزضبػف ثًسبػعح انسؽاؼح. -3
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 الى تىفر بعض الأمىر: DNAتحتاج عمليت تكرار أو تضخيم الـ  *

 DNA (Template DNA.)انـ  تلبن -1

 .Taq- DNA polymeraseاَؿٚى انجهًؽح انثبثذ زؽاؼٚب  -2

 .Primerانجبظئ  -3

 .dNTPsانمٕاػع انُزؽٔخُٛٛخ انًفسفؽح  -4

 .Tris- Hclٔانـ   MgCl2ٔانًكٌٕ يٍ  PCR bufferٔخٕظ انعاؼئ انًُظى نهزفبػم  -5

 

يزسًم نعؼخبد زؽاؼح ػبنٛخ يٍ انًشبكم انزٙ ٔاخٓذ ْػا  DNA polymeraseأٌ انسصٕل ػهٗ اَؿٚى      

ٔلع رى  Thermus aquaticusيٍ ثكزؽٚب رؼٛش فٙ انًٛبِ انسبضُخ رسًٗ  DNAانؼبنى الا أَّ اسزطبع ػؿل انـ 

. اػزًع انؼبنى فٙ ْػِ انزمُٛخ ػهٗ رصًٛى  DNA polymeraseْػِ انجكزؽٚب كًصعؼ نهـ  DNAالاسزفبظح يٍ 

 , رزٕفؽ فّٛ ػعظ يٍ الأسس:Thermocyclerخٓبؾ انًجهًؽ انسؽاؼ٘ )يعٔؼ زؽاؼ٘( 

 انزسكى ثعؼخخ انسؽاؼح ٔانٕلذ. -1

 سٕٓنخ ؾٚبظح َٔمصبٌ ظؼخبد انسؽاؼح. -2

 انزسكى ثؼعظ انعٔؼاد. -3

 امج يعمل به الجهاز وهي:الى ثلاث مراحل متتابعت ومتكررة ضمن برن PCRيمكن تقسيم الـ  *

                                                                                        Denaturationمرحلت المسخ  -1

انسبٔ٘ ػهٗ اندٍٛ انًؽغٕة ركثٛؽِ انٗ ظؼخبد زؽاؼح ػبنٛخ رزؽأذ  DNAْٔٙ يؽزهخ رؼؽٚط يسهٕل انـ 

يفؽظح انسهسهخ نزؼًم كم سهسهخ يُّ كمبنت  DNAظ( نهسصٕل ػهٗ  2-5ثٍٛ ) ( ثٕلذ ٚزؽأذºو 94-97ثٍٛ )

انمبنت , َٕع  DNAنجُبء انمطؼخ انًكًهخ نٓب ٔرؼزًع ػًهٛخ انًسص ػهٗ ػعظ يٍ انؼٕايم كُٕػٛخ ٔيصعؼ 

 الاَؿٚى انًسزطعو.

                                                                         Primer annealingمرحلت ارتباط البادئ  -2

انمبنت  DNAْٔٙ ػًهٛخ اؼرجبط انجبظئ يغ انززبثؼبد يٍ انمٕاػع انُزؽٔخُٛٛخ انًكًهخ نّ فٙ انشؽٚظ انًفؽظ يٍ 

( ٔرؼزًع ظؼخخ انسؽاؼح ºو 50-65يٍ ضلال ثُبء الأٔاصؽ انٓٛعؼٔخُٛٛخ ثًُٛٓب . ركٌٕ ثعؼخخ زؽاؼح يٍ )

انلاؾيخ نٓػِ انًؽزهخ ػهٗ انؼعٚع يٍ انؼٕايم يُٓب رؽكٛؿ ٔطٕل انجبظئ َٔسجخ اززٕائّ يٍ ٔطٕل انفزؽح انؿيُٛخ 

 ( ٔٚزى زسبة ظؼخخ انسؽاؼح انلاؾيخ نلاؼرجبط يٍ ضلال انًؼبظنخ اٜرٛخ :G + Cلٕاػع )

Tm = 4 (G+C) + 2 (T+A) 

Tm: Melting temperature* 

 



 مختبر الهندسة الوراثية

                                                                    Extension (elongation)مرحلت الاستطالت   -3

ْٔٙ ػًهٛخ ثعء ػًم اَؿٚى انجهًؽح نجُبء انسهسهخ انًكًهخ نعَب انمبنت, ٔرزؽأذ ظؼخخ انسؽاؼح انًلائًخ نلاسزطبنخ 

 :انؼٕايم يُٓب ظ( ٔرؼزًع ػًهٛخ الاسزطبنخ أٚضب ػهٗ ػعظ يٍ 2-1ٔثفزؽح ؾيُٛخ )( ºو 80-70)

: ٚؼًم ػهٗ رُظٛى ػًم اَؿٚى انجهًؽح MgCl2ٔانجبظئبد )فبئعح  MgCl2ٔانـ  dNTPsكٛؿ كم يٍ الاَؿٚى ٔ ؽر

 ٔٚسبفع ػهٗ َشبطّ , ُٔٚظى أٚضب ػًم انًكَٕبد الأضؽٖ فٙ انزفبػم يٍ ضلال رأثٛؽِ ػهٗ اؼرجبط انجبظئ(.

 وهي : Primerتىجذ هناك بعض الشروط التي تتعلق بتصميم البادئ  *

ؾٔج لبػع٘ ٔانسجت لأٌ  30( ؾٔج لبػع٘ ٔلارؿٚع ػٍ 18ٚدت أٌ ركٌٕ رزبثؼبد انجبظئ لارمم ػٍ ) -1

فٙ انزفبػم انٕازع انٗ اٚدبظ الاؼرجبطبد انطبطئخ ٔثبنزبنٙ انٗ رؽاكى انُٕارح غٛؽ  Primerانزؽكٛؿ انؼبنٙ يٍ 

نسؽح غٛؽ انًؽغٕثخ ندؿٚئبد انجبظئ يغ انًطصصخ ٔكػنك لع ٚؤظ٘ انٗ ؾٚبظح اززًبل رٕنٛع يبٚعػٗ ثبلارسبظاد ا

 ْٔػا ٚؤظ٘ انٗ ْجٕط نهُبرح انًسزٓعف أٔ انًؽغٕة فّٛ. Primer-dimerثؼضٓب 

 ٚدت أٌ ركٌٕ رزبثؼبد اندٍٛ انًؽاظ ركثٛؽِ يؼؽٔفخ ٔغنك نزصًٛى انجبظئ ثسٛث ٚؽرجظ ثّ. -2

نزًُر انمٕح ٔانثجبد نًُبطك  %60ٔلارؿٚع يٍ  %40( فٙ انجبظئ لارمم يٍ G+Cٚدت أٌ ركٌٕ َسجخ ) -3

 يؼؽض نهكسؽ. DNAٚكٌٕ انـ  %40الاؼرجبط فبغا لهذ انُسجخ ػٍ 

 ( يزٕفؽح ٔيٕؾػخ ثبنزسبٔ٘.G+C( ٔ )A+Tٚدت أٌ ركٌٕ َست ) -4

ٔٚدت أٌ لاٚكَٕبٌ  Reverseٔاٜضؽ  Forwardَٕػٍٛ يٍ انجبظئ ازعاًْب  PCRرسزطعو فٙ طؽٚمخ انـ  -5

 اؼرجبطًٓب يؼب. ػعو انُزؽٔخُٛٛخ نكٙ َضًٍ يزؼبكسبٌ ثزسهسم انمٕاػع

 :Tm  ٔTAٚدت يؼؽفخ كم يٍ انـ  -6

 

 العىامل التي تؤثر على الارتباط: *

 ٚفٛع فٙ رسفٛؿ الاؼرجبط ثٍٛ انمبنت ٔانجبظئ يغ اَؿٚى انجهًؽح. MgCl2رؽكٛؿ  -1

 ٔلذ انزفبػم. -2

 ػعظ انعٔؼاد.: ٚدت أٌ ٚكٌٕ رؽكٛؿ انجبظئ يزُبست يغ Primerرؽكٛؿ انـ  -3

 ضطى.انً DNAطٕل انُبرح يٍ انـ  -4

ظٔؼح لأٌ ْػا ٚؤظ٘ انٗ ؾٚبظح كًٛخ الارسبظاد غٛؽ انُظبيٛخ  40ػعظ انعٔؼاد , ٚدت أٌ لاركٌٕ أكثؽ يٍ  -5

 ظٔؼح رؼطٙ كًٛبد لهٛهخ يٍ انُبرح انًؽغٕة. 25ٔاغا لم ػٍ 
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 وما هي أنىاعه ؟ Dimer ر ماهى الذايم *

 ٔاؼرجبطًٓب يغ ثؼضًٓب ٔظٕٓؼْب ػهٗ شكم Primerانعاًٚؽ ْٙ ظبْؽح ردًغ ثمبٚب انمٕاػع انُزؽٔخُٛٛخ ٔانـ 

 ػُع ػًم انزؽزٛم انكٓؽثبئٙ. bandزؿيخ 

 أنىاعه:

1- Product dimerٍركبيم ثمبٚب يٍ انمٕاػع انُزؽٔخُٛٛخ يغ ثؼضٓب انجؼط. : َبرح ػ 

2- Primer dimer َبرح ػٍ اؼرجبط :Primer ؼضٓب انجؼط يكَٕب رضطًب.يغ ث 

 فٙ خٓبؾ انزؽزٛم انكٓؽثبئٙ. Ladderرسذ آضؽ زؿيخ يٍ  Dimerركٌٕ زؿيخ انـ 

Stage I: Denaturation 

Step 1: 95 Cº  for 1 min                                                                    1 Cycle 

  

Stage II:  

Step 1: 95 Cº  for 1 min 

Step 2: 55 Cº  for 1 min                                                                    30 Cycle 

Step 3: 72 Cº  for 1 min 

Stage III: Extention 

 

Step 1: 72 Cº  for 10 min                                                                   1 Cycle 

 

     

Stage Steps Temperature Time 
No. of 

Cycles 

I Denaturation 1 95 ºC 60 sec. 1 

II 

Denaturation 2 95 ºC 60 sec. 

25-30 Anealing 50-65 ºC 60 sec. 

Extention 1 72 ºC 45-60 sec. 

III  Extention 2 72 ºC 7 min. 1 
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 طريقت العمل:

 كم يٍ انًكَٕبد انزبنٛخ: PCRٚضبف انٗ أَجٕثخ انـ 

1- 12.5 µl  يٍ يبظح انـMaster mix  ٍٔانػ٘ ٚسزٕ٘ ػهٗ كم يdNTPs  ٔTaq-DNA 

polymerase  ٔBuffer. 

2- 5 µl  ٍيDNA template. 

3- Primer ( 1ٔٚشًم µl  ٍيforward  ٔ1 µl  ٍيreverse.) 

4- 9.5 µl  ٍيd. d. w. (free waterٚدت أٌ ٚكٌٕ ضبنٙ يٍ انشسُبد نكٙ لاٚزع ) اضم يغ شسُخ انـ

DNA .انسبنجخ 

5- 25 µl  ٍيMineral oil .ٔٚسزطعو نًُغ رجطؽ انًكَٕبد انسبثمخ 

 

 


