
 سادس: المختبر ال

 Polymerase Chain Reaction (PCR)  المتسلسلالبوليمريز تفاعل 

هي اهم طريقة تستخدم لتشخيص الاحماض النووية من  لان ت تينخيم  ني  او منمقنة مذيننة لال تس سن    

 التيويير فني  هناي يند    Reaction mixture خليي  التفاعيلدالا  انابيب لااصة يوضع فيهنا مذروف 

 ,  Reaction condition ظيري  التفاعيل بواسنمةيذم  لاتيا  PCRاو  Thermal cycler الحراري

 وله  دة انواع:.,والذم ية تتم بوقت قصير نسبيابرنامج مذي  غالبا له ث ث لاموال رئيسيةوهو 

 Conventional PCRالتقليوي  المتسلسلالبوليمريز تفاعل  .1

والذم يننة تننتم منن  لانن ت ثنن ث مراحنن  ,ويذد النننوع التق يد .مباشننرةالفيروسننال  دنننايسننتخدم فنني تيننخيم    

 م : خلي  التفاعليتكون . الترحيل الكهربائيثم ا راء  يتضخيمها استخلاص المادة النوييةتتيم  :

 Primersالبادىء . اثنان من 1

 غالبا Taqمن نوع  DNA polymeraseنزيم ا .2

 deoxynucleotide triphosphates (dNTP's) النتريجينه.القواعو 3

 Template. المادة النويية المستخلصة المراد تشخيصها المسماة القالب 4

 .للتفاعلالمتكون من مواد كيميايية يايونات لاعطاء بيئة ملائمة  Buffer solution. محلول المنظم 5

 له ث ث لاموال:ظري  التفاعل  اما

 DNA احينني يبنندي شننريم C°94غالبننا تثنندث بدر ننة  :Denaturation مرحليية المسيي  اي التفكيي . 1

 لمدة دقيقة او اكثر. , وتتممنفردي  لايمي إل   هما البذض   بذيبالانفصات 

وتنتم بدر نة  DNAوفي هذه المرح ة يبدي البادئ بالاتصاق     لاني   :Annealing مرحلة الالتصاق .2

 لمدة  دة ثواني. وتتم ,C 50- 65° حراريه اق  م  مرح ة التفكك

 وهنذه C°72فني در نة غالبا تذد هذه المرح ة الالايرة وتثدث  :Extension التوسعمرحلة التمود اي  .3

 , وتتمبناء لاي  الثامض النوو  الجديدل DNA polymeraseهي الدر ة الثرارية المناسبة لذم  الانزيم 

 .ثم يتم  م ية ترحي  ل مادة الميخمة.ديرة  40-30 ادة الث ث لمدة  دة دقائق. وتذاد هذه الخموال 



 

 الاستنساخ الرجعي التقليوي ي المتسلسلالبوليمريز تفاعل 

 

 الترحيل الكهربائي للاحماض النويية
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 RT-PCRالاستنساخ الرجعي -المتسلسلالبوليمريز تفاعل  .2

,بالبداية يبدي انزيم الاستنساخ الر ذي باستنساخ شري  دنا مكمن  لشنري  الفيروسي يستخدم في تيخيم الرنا

 DNA polymerase  نن  تثمننيم الرنننا,ثم يذمنن  انننزيم   RNase,ثننم يذمنن  انننزيم cDNAالرنننا ينند   

 كما في السابق. يثدثبصنا ة شري  دنا مزدوج,وبذد للك 

 Real Time PCRالوقت الحقيقي  - المتسلسلالبوليمريز تفاعل . 3

وا مناء  وتشخيص كميتهناالهدف  DNAاو تيا ف ا داد نسخ قمع تيخيم  هو  هاي يستخدم لغرض    

 ,لننذلك ينند   الكمننيتزاينند وتيننخم لنسننخ الجنني  الهدف   نن   نندد النندورال ومايقاب هننا منن  تقريننر مفصنن

quantitative PCR(qPCR) .  واسنتذمات هنذه التقنينة مفيند  ندا بسنبب القندرة   ن  مشناهدة  م ينال

هننناا الذدينند منن  المننرق التنني نسننتميع منن  فنني الاكاروي. DNAالتيننا ف والاسننتغناء  نن   م يننة ترحينن  

 في الذينة: DNAلا لها متابذة ورصد تيا ف 

Aاي المشعة غير المتخصصة . الصبغات المضيئة Non-specific fluorescent dyes 

ان استذمات الصنبغة المشنذة فني هنذه تقنينة يذند الارلانص والابسن  لرصند التينا ف حيني ان ارتبناط هنذه 

المزدو ة المنسولاة حديثا ,لك  الغير مفيد في هذه المريقنة هنو ان  DNAالصبغة يتزايد مع  تزايد اشرطة 

 ل جي  المم وب. بدون تخصص DNAالصبغة ترتب  مع ا  تيا ف لاشرطة 

B . التسلسل الونا المتخصص بريبSequence-specific DNA probe 

 متممنننة ل جننني  المم نننوب تينننخيمه , تكنننون مذ منننة بالصنننبغة المشنننذةمنفنننردة الشنننري  و DNAهنننو قمذنننة 

fluorescent  .  يذدTaqman  حيني يتكنون من  قمذنه من  ,البروب الابس  والاكثر شيو اDNA   تثتنو

 ذاع فني طرفهنا الالانر ,ماصنة ل شن Quencherفني احند الاطنراف و زيئنة  ةمشنذ Reporter     زيئة 

لذلك فان الاشذاع  المنبذي م  البروب يكنون  .Reporterتمتص الاشذة المنبذثة م  الجزيئة البا ثة ل شذاع 

بالتيننا ف يبنندي  DNAواطننا او ضننذيف فنني اللننروف المبيذيننة,  ننندما يبنندئ الجهنناي بالذمنن  وتبنندي اشننرطة 

نيزيم لا التنابع exonuclease-'3-'5نشناط  بفذن  ينتثممالبروب بالارتباط مع الجي  المم وب لك  سر ان منا 

سوف ينفص ن فيزيائيا ثنم سنيتزايد انبذناث  Quencherو Reporterلذلك فان  Polymerase البوليميريز

ويتم تشخص الذينة المو بة م  لا ت  حيي يبدي الالاير بالاشذاع بصورة طبيذية. بينهما بتذادلاالاشذاع بسبب ا

 .  Fluorescent signalالاشارة المتألقة تركم 

 

 



 

 

 

 

لذبنور الذتبنة   شارة المتألقنةل بأنه  دد الدورال المم وبة Cycle threshold (Ct) عتبة الويرةويذرف 

نسننبة  كسننية لكميننال  Ctولنن  .والتنني يمكنن  قينناه كميتهاCt  لانن  اسننف  الاساسننيمسننتو  الالتنني تزينند منن  

 WVDL  هناي  ق نة كمينال الثنامض الننوو .في Ctالثامض النوو  الهدف في الذينة,فك ما يادل نسبة 

Real Time   التي طورتهWisconsin Veterinary Diagnostic Laboratory دورة من   40 هنناا

 :Ctالتيخيم,تكون نسب 



Cts < 29 are strong positive 

Cts of 30-37 are positive 

Cts of 38-40 are weak 

 .والنسبة الالايرة دلي  نسبة واطئة او ت وث

 

 

 

 

 

 

 


