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 (DNA & RNA)تقذير كميت ونىعيت الأحمبض النىويت 

Estimation of quantity & quality of nucleic acid (DNA & 

RNA) 

 

 :ِٕٙا ذعرخدَ عدج غسق فٟ ذمد٠س و١ّح ٚٔٛع١ح الأؼّاض ا٠ٌٕٚٛح       

1- South membrane blot 

2- North membrane blot 

3- Nucleic acid sequencer 

4- Spectrophotometer 

5- Electrophoresis 

 

 ٚظٛف ٔرطسق فٟ ٘را اٌّخرثس ئٌٝ اٌطس٠مر١ٓ الأوصس ش١ٛعا :

 :Electrophoresisالترحيل الكهرببئي 

وٙستلايٟ اعرّلا ا عٍلٝ ؼعّٙلا  ٠عسف تأٔٗ فصلً اٌعص٠الاخ لأالأؼّلاض ا٠ٌٕٚٛلحب اٌثسٚذ١ٕلاخح فلٟ ؼملً

 . Polyacrylamide gelٚ أ Agarose gel  خلاي

ِشؽٛٔح تاٌشؽٕح اٌعلاٌثح مِرلاوٙلا ِعّٛعلح اٌفٛظلفاخح ذٙلاظس  DNAؼ١س ئْ اٌعص٠ااخ اٌّشؽٛٔح لأ 

 ح.anodeتاذعاٖ اٌمطة اٌّغا٠س لأاٌمطة اٌّٛظة 

 اٌعٛاًِ اٌّإشس عٍٝ ذم١ٕح اٌرسؼ١ً اٌىٙستايٟ ٟ٘:

ح ٘لٛ عثلازج علٓ ِعّٛعلح ِلٓ الأِللاغ TBE,TAEلأ  Bufferِؽٍلٛي اٌّلٕ ُ  التياب  الكهربابئي: -1

 ٘ٛ اٌّعٛؤي عٓ ذٛص١ً اٌر١از اٌىٙستايٟ فٟ ؼمً اٌرسؼ١ً.ٚ

 . ااخ تامذعاٖ اٌّعاوط ٌشؽٕرٙاؼ١س ذرؽسن اٌعص٠ شحنت الجزيئبث: -2

أٚ اٌثلسٚذ١ٓح  DNAٌع١لً تامعرّلا  عٍلٝ ؼعلُ اٌعص٠الاخ لأا٠رغ١لس ذسو١لص  حجم وشاكل الجزيئابث: -3

اٌّسؼٍلح صلغ١س شا   حٌمطعلااخ ِٓ خلاي فرؽاخ  اخً اٌع١ً فىٍّلا ولاْ ؼعلُ ؼ١س ذّس ٘رٖ اٌعص٠ا

ذسو١للص اٌع١للً ٚاٌعىللط صللؽ١ػب عٕللدِا ٠للص ا  ذسو١للص اٌع١للً ذصللغس اٌفرؽللاخ فرىللْٛ ِٕاظللثح ٌٍمطلل  

٠ىلْٛ ذسو١لص اٌع١لً اللً ِلٓ   Total DNAذسؼ١لً فلٟ ؼاٌلح اٌصلغ١سج ٚ٘ىلرا. ٚع١ٍلح ٔعلرٕرط أْ 

 ح. DNAـ ذسؼ١ً ظ١ٓ لألطعح ِٓ اٌ

 شىً اٌعص٠اح اْ وأد خط١ح اٚ  ايس٠ٗ اٚ خ١ػ ِص ٚض ٠إشس عٍٝ ظسعح اٌرسؼ١ً.

ذإشس  زظاخ اٌؽسازج اٌعا١ٌح عٍٝ اٌثسٚذ١ٕاخ ٚذعثة فٟ ذٍفٙا ٌرٌه ٠عة اْ ٔؽافع  د جت الحرا ة: -4

تلدزظاخ اٌؽلسازج اٌعا١ٌلح ٌلرٌه ٠ثملٝ  DNAـ ت١ّٕا مذرلأشس اٌل عٍٝ اٌرسؼ١ً تدزظاخ ؼسازج ِعردٌح.

 ا١ٌِّٛاء ٌعدج ظٕٛاخ  ْٚ ذٍف.ِؽفٛظ ت
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ٔٛع اٌّا ج الأظلاض اٌداخٍلح فلٟ اٌرسؼ١لً ِلٓ ١ِّصاذٙلا ِلا ج لاتٍلح ٌٍرعلد٠ً عٍلٝ اٌلسمُ ِلٓ اْ ؼعلُ  -5

١عرّد تصٛزج ِثدي١ح عٍٝ ؼعُ اٌعص٠الاخ فاز اٌّا ج الأظاض ١اٌصمٛب ِٕر ُ ٚخاٍِح و١ّ١اي١ا. ئِا اخر

 فٟ ٘رٖ اٌع١ٍّح ّ٘ا: ااٌّسا  فصٍٙا ٕٚ٘ان ِا ذ١ٓ أوصس أرشازا ٚاظرخداِ

ظٍعلللٍٗ ِرشلللاتىح ِلللٓ اٌعلللىس٠اخ اٌّرعلللد ج اٌّىٛٔلللح ِلللٓ اٌعلللاٌىرٛش ِٚشلللرماذٗ  :Agarose gels - أ

 ٚاٌّسذثطح ِ  تععٙا تأٚاصس ١٘دزٚظ١ٕ١ح ٌرى٠ٛٓ شثىح ِعمدج. 

-bisاوس٠لاِا٠للد  -٘للٟ ازذثللاغ ِللا ج اموس٠لاِا٠للد اٌّرثٍللٛزج ِلل  ِللا ج تللص : Polyacrylamide -ب    

acryamide .ٌرٌه ٠ىلْٛ  ٌرى٠ٛٓ شثىح ِعمدٖ ذاخ شمٛب اصغس لطسا ِٓ ذٍه اٌّٛظٛ ج فٟ ٘لاَ امظازٚش

 أوصس ِلايّح ٌفصً اٌعص٠ااخ اٌصغ١سج.

 

 : Agarose gelعٓ  Polyacrylamide gelٕ٘ان اخرلاف ت١ٓ اٌّا ذ١ٓ فرر١ّص ِا ج 

 ٠ّرٍه  زظح أصٙاز ٚاغاح ظدا. -1

 تدْٚ أٞ خعازٖ ٌٍّا ج.ذسؼ١ً اٌعص٠ااخ اٌصغ١سٖ تى١ّاخ وث١سٖ  -2

 ذىْٛ اٌمطعٗ اوصس ٔماٚج. DNA  ِٓPolyacrylamideـ ذٕم١ح اٌفٟ ع١ٍّح  -3

 

 :Electrophoresis dyesصبغبث الترحيل الكهرببئي  

1- Bromophenol blue  : 

ح ٌٙللا عللدج اظللرخداِاخ ِٕٙللا ذعللرخدَ tetrabromophenolsulfonphthalein -3,3,5,5ذسو١ثٙللا لأ     

. ٠ٚىلْٛ  PH=4.6ٚتٍْٛ ازظٛأٟ عٕد  PH=3لاعدٞ ؼ١س ذىْٛ ذاخ ٌْٛ اصفس عٕد  -وّإشس ؼاِعٟ

 فٟ ذسو١ثح اٌصثغح.  phenolphthaleinاٌرفاعً عىعٟ ٚذعٛ  ٘رٖ اٌ ا٘سج ٌٛظٛ  

. وّا أٙا ذعرخدَ وصثغح ؼ١س تاٌٛظػ اٌّرعلا ي ؼاِعل١ا ذّلرل اٌعلٛء امؼّلس تملٛج ٚذسظلً ٌلْٛ اشزق 

ل اٌعلٛء اٌثٕفعلعٟ ٚالأشزق فر ٙلس وصلثغح صلفساء اٌٍلْٛ . عٕلد ااٌداٌلح تاٌٛظػ اٌؽاِعٟ اٌصلثغح ذّلر

. ذغ١س dichromatic colour  ـ٠ىْٛ ٌْٛ اٌصثغٗ اؼّس اٌٝ اخعس. فرعّٝ ٘رٖ اٌ ا٘سج ت 3.6اٌؽاِع١ح 

 .Kreft's dichromaticity index  ـاٌٍْٛ ٠ىْٛ ؼعة ش٠ا ج اٚ ٔمصاْ اٌرسو١ص فرعّٝ تاٌم١ُ اٌّسذفعٗ ت

 حعٕلد اٌداٌل حظلاٌث حسؼ١ً اٌىٙستايٟ ؼ١س ألٗ ٠ؽّلً شلؽٕدَ ٘رٖ اٌصثغٗ ودميً ١ٌٔٛح فٟ ع١ٍّح اٌروّا ذعرخ

ؼعلة ذسو١لص اٌع١لً ٚذسو١لة  ِعدي اٌٙعلسج. ٠خرٍف ٌرٌه ٠ٙاظس ِ  ظص٠ااخ اٌّسؼٍح  حاٌؽاِع١ح اٌّرٛظط

خ غا. ٕٚ٘لان صلث  DNAـِل  اٌل ٠500bpرؽلسن اٌع١لً  حٌرعستلتا جفٟ ظسٚف اٌرسؼ١لً اٌّلروٛزفاٌّؽٍٛي 

 .Xylene cyanol and Orange Gاخسٜ ذعرخدَ ودميً ١ٌٔٛح ِصً 

ٚاظلرمسازٖ  DNA ـِا ج اٌعىسٚش ٚاٌى١ٍع١سٚي ؼ١س ذعًّ عٍلٝ ذصم١لً اٌل حوّا ٠دخً فٟ ذسو١ة ٘رٖ اٌصثغ

 تؽفس اٌع١ً.
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 Bromophenol blue لأٌلاغلاع فمػح 

 

2- Ethidium bromide: 

ٚذعرثلس ِلٓ  (diamino-6-ethyl-5-phenyl-phenanthridium bromide-3,8)ِا ج ِشلعح ذسو١ثٙلا 

ٌٙلا أظلساز صلؽ١ح ؼ١لس ذىلْٛ ِلٓ  EtBrِٚخرصلس٘ا اٌشلاي   intercalating agentاٌعٛاًِ اٌّرداخٍلح 

ٚذعّلً  حذرداخً تل١ٓ اٌمٛاعلد إٌا٠رسٚظ١ٕ١لِعر٠ٛح  حشٕاي١ حتعثة اؼرٛاء٘ا عٍٝ ِعّٛع حاٌّسوثاخ اٌّعسغٕ

ؼلدٚز غفلساخ ٠ ٙلس ذأش١س٘لا خللاي فرلساخ ش١ِٕلح غ٠ٍٛلح. ٠لص ا  اٌٍلْٛ اٌثسذملاٌٟ  ا ِّلا ٠علثةعٍٝ ئشاؼرٙ

اٌعص٠الاخ ترٌه ٠ّىٓ ِٓ خلاٌٙا ذؽد٠د ِٛال  اٌؽلصَ ٚذملد٠س و١ّلح ٚ DNA ـاٌّش  ٌٍصثغح عٕد ازذثاغٙا تاٌ

اٌؽلاِط ٌك اٌؽلصَ ذؽلد ظلسٚف اٌرصلث١ص اٌصلؽ١ؽح غس ٠لا ِل  و١ّلح أشلدج ذلفٟ وً ؼصِلح ؼ١لس ذرٕاظلة 

 إٌٛٚٞ فٟ اٌؽصِح.

 

 

 

 

                                                        Ethidium bromide لأٌلاغلاع فمػح 

 

 الترحيل الكهرببئي:في ( buffersمحبليل المنظمت )ال

 اٌفسق ت١ُٕٙ ٘ٛ:  TAE,TBEذعرخدَ فٟ اٌرسؼ١ً اٌىٙستايٟ ٔٛع١ٓ ِٓ اٌّؽا١ًٌ إٌّ ّح 

ِّا لد ٠إ ٞ ئٌلٝ اظلرٙلان اٌّؽٍلٛي TAE ـ ٌاح اٌؽاِع١ح ذىْٛ ٚاغاح فٟ ِؽٍٛي اٌرٕ ١ُ اٌداٌظعح  -1

 أشٕاء اظرّساز اٌرسؼ١ً.

 ِؽٍٛي أوصس ِلايّح ٌرسؼ١ً اٌعص٠ااخ ذاخ الأؼعاَ اٌىث١سج. ٠TAEعرثس  -2

 حٌمطعلاعٍلٝ ظللاِح  تاِىا١ٔلح اٌؽفلاظ  TBE ـٌلاتاظلرخداَ ِؽٍلٛي  اٌّسؼٍلحDNA ـ ٌلاع١ٕلح ذر١ّلص  -3

 تؽ١س ذىْٛ أوصس ِلايّح ٌٍرٕم١ح ٚاظرخداِٙا فٟ تالٟ اٌرعازب.
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 .  TBE ـ% ِٓ ا11ٌؽٛاٌٟ تأظسع  TAEفٟ ِؽٍٛي  DNAـ ٌاذرؽسن ظس٠اح  -4

ٍِػ وٍٛز٠د اٌصلٛ ٠َٛ ٠ع١لك ؼسولح اٌعص٠الاخ  ذسو١ص رسو١ص اٌعاٌٟ ٌلأِلاغ فٟ وٍرا اٌّؽ١ٌٍٛٓ ِصلااْ اٌ

 اٌّسؼٍح.

 

 فىائذ الترحيل الكهرببئي:

ؼعلَٛ اٌعص٠الاخ اعرّلا ا عٍلٝ اٌّعلافح اٌرلٟ ذمطعٙلا ٘لرٖ اٌعص٠الاخ فلٟ اٌع١لً ؼ١لس ذرٕاظلة ذع١ٓ  -1

 اٌّعافح اٌّمطٛعح عىع١ا ِ  ٚشٔٙا اٌعص٠اٟ.

 

 

 

 

ِٓ اٌعص٠ااخ ٌٚٛماز٠رُ أٚشأٙا  حاز٠رُ اٌّعافح اٌرٟ ذمطعٙا ِعّٛعٌٛم٠ّىٓ زظُ اٌعلالح اٌث١ا١ٔح ت١ٓ 

 اٌعص٠ا١ح خطا ِعرم١ُ.

 

 

 ٌٛماز٠رُ اٌٛشْ اٌعص٠اٟ 

 ٌٛماز٠رُ اٌّعافحلأٍُِح                                                                                 

 

                                                                                                                    

10000bp 

 

8000bp 

6000bp 

5000bp 

4000bp 

3500bp 

3000bp 

2500bp 

2000bp 

1500bp 

1000bp 

750bp 

500bp 

250bp 
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 ١ح.ّٝ اٌدميً اٌؽعٌّٕسؼٍح وٙستاي١ا تاظرخداَ ِٕؽٌٍمط  ا حْ اٌعص٠ا١اٚشاظرخساض الأ -2

 ِٓ ت١ٓ خ١ٍػ ِٓ اٌمط  اٌّخرٍفح.  DNA ـٌاذٕم١ح ظص٠اٗ  -3

تعد  ِٓ أص٠ّلاخ اٌرم١لد تصلٛزج ِٕفلس ج ٚذعل١ٓ   DNAـذؽد٠د خسايػ اٌرم١د ٚذٌه تّعاٍِح ظص٠اح اٌ -4

 . Ladderميً اٌؽع١ّح داعدا  ٚأؼعاَ اٌمط  إٌاذعح فٟ وً ِعاٍِح تٛظٛ  اٌ

٠ّىلٓ اْ ٠ىلْٛ عٍلٝ  pBR322ِلصلا تلاش١ِلد  DNA ـفصً الأشىاي اٌف١ص٠اي١ح اٌّخرٍفح ٌعص٠الح اٌل -5

شلاز اشلىاي فملد ٠ىلْٛ عٍلٝ شلىً  ايلسج ِغٍملح ذعلا١ّ٘ا اٚ  ايلسج ِفرٛؼلح اٚ ظص٠الح خط١لح. ٚعٍلٝ 

١لس اٌسمُ ِٓ ذّاشً اٌٛشْ اٌعص٠اٟ ٌٙرٖ امشىاي ام اْ ِعدي ٘عسذٙا عٍٝ اٌع١لً ٠ىلْٛ ِخرٍفلا تؽ

اٌف١ص٠اي١ح ٌلاشىاي اٌصلاشح ٟ٘  حل  ِع١ٓ فٟ اٌٙلاَ ؼ١س اْ اٌطث١عفٟ ِٛ حىً شىً ِٕٙا ؼص٠ٌِىْٛ 

ّرٍله ٠م١لسٖ ؼ١لس م ٓاٌشلىً اٌلدايسٞ اٌّفرلٛغ أتطلأ ِل أْ اٌرٟ ذعثة اخرلاف تّعدي اٌٙعلسج ؼ١لس

اٌّللسٚز  اٌدايس٠للح اٌّغٍمللح ذعللا١ّ٘ا ٚاٌللرٞ ٠عللاعد٘ا عٍللٝ حىً اٌّعللغٛغ اٌللرٞ ذر١ّللص تللٗ اٌعص٠اللاٌشلل

تعللسعح خلللاي شمللٛب اٌٙلللاَ وّللا م٠ّىٕٙللا اٌعثللٛز تعللٌٙٛح خلللاي اٌصمللٛب وّللا فللٟ اٌعص٠اللح اٌخط١للح 

 لأاٌدايسج اٌّغٍمٗ اظسع شُ اٌخط١ح ٚتعد٘ا اٌدايس٠ح اٌّفرٛؼحح.

 

Materials and Method 

           Chemicals and Instruments                               الأجهزة والمىاد الكيميبئيت 

Instruments  

Metter balance 

Hotplate 

PH-Meter 

Autoclave 

Micropipettes 

Tibs 

Parafilme  

Electrophoresis 

Power supplier 

UV light transillminator  

Chemicals  

Agarose 

0.5X-TBE buffer 

Bromophenol blue 
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Ethidium bromide 

 

Working Solution 

0.5X TBE Electrophoresis Buffer 

-100 mL 5X TBE. 

- 900 mL Distilled water (D.W). 

100 ml of 5X TBE were mixed well with 900ml of D.W. 

 

 

 :Protocolطريقت العمل 

 اٌعًّ شلاز ِساؼً ٟ٘: حذرعّٓ غس٠م

 : Preparation of gelتحضير الجيل  -أ

 فٟ ت١ىس.  TBE buffer0.5Xًِ ِٓ  25ظ   -1

 ٚاظ١فٗ اٌٝ اٌثفس. 0.2gm  ِٓAgaroseٔصْ  -2

 اٌٝ اٌثفس. (10mg/ml)ترسو١ص  Ethidium bromideِٓ صثغح  0.5µlاظ١ف  -3

 ْ ذرٚب وً اٌّىٛٔاخ.أاٌٝ ؼد اٌغ١ٍاْ اٌٝ  hot plateٚظ  اٌّص٠ط عٍٝ  -4

 ٠رسن اٌعً ٠ثس  فٟ  زظح ؼسازج اٌغسفح. -5

 

 :Preparation Casting gelتحضير قبلب الجيل  -ب

 ازٚش.گفٟ ئؼدٜ إٌٙا٠ر١ٓ ٌماٌة ظ١ً الأٚظ  اٌّشػ  -1

١ٌثلس  تدزظلح ؼلسازج  ٗازٚش ِٓ اٌعٛأة ٚذسوگظد ٔٙا٠رٟ اٌماٌة ٌىٟ م٠رسظة الأصة اٌع١ً تعد  -2

 اٌغسفح.

 اٌىٙستايٟ تعد زف  اٌّشػ تدلح عا١ٌح. اٌماٌة فٟ ذع٠ٛف اٌرسؼ١ً ٚظ  -3

 تؽ١س ٠غطٟ اٌع١ً تصٛزج واٍِح. 0.5X TBE bufferِلا ذع٠ٛف اٌرسؼ١ً اٌىٙستايٟ تّؽٍٛي  -4
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