
Biotechnologyالتقانات الأحيائية 

 Polymerase Chain Reactionتفاعل البلمرة المتسلسل –المحاضرة الخامسة
(PCR)

قسم وقاية النبات–كلية الزراعة -جامعة البصرة –لبيد السعد . د



Dr. Labeed Al-Saad

polymerase Chain Reaction (PCR)تفاعل البلمرة المتسلسل 

 ن قبل أحد التقنيات المستخدمة في علم التقانات الأحيائية والتي طورت موهو

Karyالعالم  Mullis  حصل على جائزة نوبل بسبب هذا والذي )1987عام

(.الاختراع

 الـ نسخ قليلة من قطعة معينة من نسخة أو تضخيم يتضمنDNA  أضعاف إلى

.ضعفا1210أو 1110عديدة قد تصل إلى 

غيرة أي انه ببساطة عبارة عن تقنية يمكن من خلالها استشعار وجود قطعة ص

هذه القطعة إلى وتضخيم  DNAالنووي من الحامض 

.قياسها وتوثيقهامعين يمكن من خلاله مستوى 
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polymerase Chain Reaction (PCR)تفاعل البلمرة المتسلسل 

 تغيير درجات مرة يتم فيها 40-20تتم هذه العملية في العادة عن طريق سلسلة خطوات تكرر من

. Cycleالحرارة ويسمى كل تكرار دورة 

 تسمى كل خطوة فيها درجات الحرارة خطوات تتغير فيها 3وتشمل كل دورة(حملHold ) وتستمر

.التفاعل على خصوصية كل خطوة لفترة زمنية معينة تعتمد 

 اللفك ارتباط شريطي م ˚90ترفع الحرارة في الخطوة الأولى إلى أكثر منDNA (Denaturation) 

.

 اعتمادا على نوع البادئ للسماح بالتصاق البادئ ( م˚60-40) ثم تخفظ إلى(Annealing) .

 المطلوبة م ليبدأ العمل لنسخ القطعة ˚ 72ترفع درجة الحرارة إلى ثم(Extension  .)

 استخدامهلحين لفترة من الزمن م ˚4يعقب هذه الدورة خطوة تتضمن حفظ الناتج على درجة وقد.
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polymerase Chain Reaction (PCR)تفاعل البلمرة المتسلسل 

مكونات تفاعل البلمرة
 قطعةDNA تعمل كقالب للاستنساخTemplet.

 بادئينTwo primers.

 البوليمريز إنزيمTaq polymerase.

 النيوكليوتيداتDeoxynucleotide triphosphate (dNTPs).

 المحلول المنظمBuffer solution .

 كلوريد المغنسيومMgCl2.

 جهاز البلمرة المتلسلسةThermal cycler.
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polymerase Chain Reaction (PCR)تفاعل البلمرة المتسلسل 

خطوات تفاعل البلمرة
 التهيأةInitialization :ع درجة تستخدم في حالة كون الإنزيم يحتاج إلى تنشيط ابتدائي حيث ترف

.دقائق حسب نوع الإنزيم9-1م لمدة    96-94الحرارة 

 فك ارتباط الشريطينDenaturation :(94-98   ثانية30-20م لمدة.)

 الالتصاقAnnealing :(50-65    ثانية60-20م لمدة)

 الامتداد أو الاستطالةExtension or elongation :(75-80 م  72وغالبا )لمدة دقيقة تقريبا.)

 الاستطالة النهائيةFinal extension :(70-74   دقيقة15-5م لمدة )بعد اخر دورة.

 خطوة الحفظFinal hold :4  م لفترة معينة.
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polymerase Chain Reaction (PCR)تفاعل البلمرة المتسلسل 
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polymerase Chain Reaction (PCR)تفاعل البلمرة المتسلسل 

https://www.youtube.co
m/watch?v=iQsu3Kz9NY
o

https://www.youtube.com/watch?v=iQsu3Kz9NYo
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 Gel electrophoresisالترحيل الكهربائي

:المستهدفة وتتضمن التالي DNAتستخدم هذه الطريقة للتأكد من تضخيم قطعة الـ

تحضير هلام الأكاروس.

صبه في قوالب تحتوي على أمشاط خاصة لعمل حفر بأعداد وأحجام معينة.

تحميل العينات في هذه الحفر بعد وضعها في أحواض الترحيل.

 أحواض الترحيل تحتوي على محلول منظم يكون علدةTAE أوTBE.

ى القطب تسليط فولتية معينة ولفترة زمنية محددة فتبدأ عملية الترحيل من القطب السالب إل

.المضخمة حسب احجامها على شكل حزم DNAالموجب حيث تنفصل جزيئات الـ

 لـ تسمى بايتم ترحيلها مع العينات في آن واحد ( معروفة الحجم)يتم مقارنتها مع حزم قياسيةLadder.
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(Gel electrophoresisالترحيل الكهربائي
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Gel electrophoresisالترحيل الكهربائي 

https://www.youtube.
com/watch?v=kjJ56z1
HeAc

https://www.youtube.com/watch?v=kjJ56z1HeAc
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 Plasmidالبلازميد 

 هو عبارة عن جزيءDNA  عن الـداخل الخلية وهو منفصل تماما صغيرDNA الكروموسومي

Chromosomal DNA  ويتضاعف بشك مستقلويعمل.

 في البكتريا موجود عموما الجزيء هذاBacteria  حلقة مكونة من شريطين وقد يتواجد في بشكل

.Yeastsكالخمائر  Eukaryotic organismsالكائنات الحقيقية النواة وبعض Archaeaالآركيا 

 النتيتروجينيةزوج من القواعد ( 1000000–1000) ما بين حجم البلازميد ويتراوح.

 مقاومة التي قد يحتاجها الكائن الحي للبقاء على قيد الحياة مثلمن الجينات ويحمل البلازميد عدد

تحمل السموم الموجودة في البيئة أو مسؤولة عن انتاج أو  Antibiotic resistanceالحيويةالمضادات 

ة للكائن أو على التخلص من الكائنات المنافسة الأخرى أو لها علاقة بالقدرة الأمراضيبروتينات تساعد 

.النايتروجينمهام أخرى مثل تثبيت قد تؤدي 
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 Plasmidالبلازميد 

 من كائن من حيث كونه مادة وراثية قادرة على الانتقالخواصه الفيروس ويشبه البلازميد في بعض

ت الحيوية النمو أو الاستجابة للبيئة المحيطة أو القيام بالعمليالقدرة على لآخر غير انها لا تمتلك 

.لةلذلك لا يمكن تصنيفها على انها كائنات حية مستقعلى نفسها بالاعتماد ( الميتابولزم)

 كونها مادة وراثية الفيروسات في تختلف البلازميدات عن كماDNA  تحتوي على اغلفة لا )عارية

.في الفيروساتكما هو الحال ( دهنيةبروتينية أو 

 تعتبر البلازميدات من العوامل الأساسية التي تساعد على انتقال الجينات أفقياHorizontal gene 

transfer ( المجهريةافراد الطائفة الواحدة للأحياء بين ) خلال عملية تسمى بالإقترانConjugation.

 نات مقاومة البلازميد فإنها تعتبر الميكانيكية الرئيسية لنشر جيطريقة انتقال وبغض النظر عن

.بين البكترياالمضادات الحيوية 
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 Plasmidالبلازميد 

:وتصنف البلازميدات إلى

 الاقتران بلازميدات الخصوبة أوFertility or conjugative plasmids (F-plasmids).

 بلازميدات المقاومةResistance plasmids (R-Plasmids) :.

 بلازميدات الكولسينColicin or Col plasmids.

 الامراضية بلازميداتVirulence plasmids.

لية الكلونة عمفي الهندسة الوراثية كنواقل للجينات في ( صناعياتعديلها بعد )تستخدم البلازميدات 

Cloning  حيث تعمل على ايصال قطع الDNA  المعدلRecombinant DNA  المستهدفإلى العائل  .
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 Plasmidالبلازميد 
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20000-10000الخارجية حيث انه لا يستطيع نقل اكثر من لنقل الجينات ويمتلك البلازميد سعة محدودة 

:تاليةالمراد نقلها أكبر من هذا الحجم فيتم اللجوء إلى إحدى الطرق الكون القطعة زوج قاعدي وفي حالة 

 ملتهمات البكترياBacteriophage  التي يتم ازالة جينات التحللLysogeny هذه منها حيث أن

زوج قاعدي أما لو تم ازالة بعض 11000-5000النواقل في حالتها الاعنيادية لا تتمكن من نقل اكثر من

زوج 24000لحوالي فإنها ستتسع الجينات غير الضرورية فيها مثل الجينات المسؤولة عن التحلل 

.قاعدي

 الكروموسومات البكتيرية الصناعيةBacterial Artificial Chromosomes (BACs)  مشتقة من وهي

.زوج قاعدي300000-15000لنقل وتتسع  F-plasmidsبلازميدات الخصوبة 



Dr. Labeed Al-Saad

 Plasmidالبلازميد 

 الخميرة الصناعية كروموسوماتYeast Artificial Chromosomes (YACs) : لنقل قطع ويستخدم

.قاعديزوج 3000000-100000جينية يبلغ حجمها 

 الكوزميداتCosmids التصاق خاصة عبارة عن بلازميدات هجينة يدمج معها مواقع وهي  :

يمكن ان يدمج فإن الكوزميد وجود هذه المواقع وبسبب  Cohesive sites (cos)بالملتهمات البكتيرية 

.قاعديزوج 45000–28000نقلةيستطيع في رأس الفيروس الملتهم للبكتريا 

 الكروموسوم البشري الصناعيHuman artificial chromosome  مفيدا في هذا الناقل يكون وقد

.يمكنه نقلهانقل الجينات للخلايا البشرية وليس هناك حدود لحجم القطع التي 



Dr. Labeed Al-Saad


