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 بواسطة ىلام الأگاروز :الترحيل الكيربائيعاشرالمختبر ال

خلال ( DNA, RNA, proteins)يربائي بأنو حركة الأيونات والجزيئات الكبيرة المشحونة كالـ يعرف الترحيل الك

 .عند تسميط تيار كيربائي( ىلام الأگاروز أو ىلام متعدد الأكريلامايد)وسط معين 

 :أنواع اليلام المستخدم في الترحيل الكيربائي

 Agarose Gel Electrophoresis (AGE)ىلام الأگاروز  .1

لام الأگاروز المستخدم بشكل واسع في ىذه التقنية عبارة عن سمسمة متشابكة من السكريات المتعددة المكونة إن ى

من الكالكتوز ومشتقاتو والمرتبطة مع بعضيا بأواصر ىيدروجينية لتكوين شبكة معقدة، تعتمد فتحاتيا عمى تركيز 

ر والعكس صحيح، يتضح من ذلك إن قابمية اليلام عمى الأگاروز فكمما كان التركيز عالياً كمما كانت الفتحات أصغ

 2–1.5إن تركيز ىلام الأگاروز يتراوح بين . فصل القطع تعتمد عمى تركيزه فكمما زاد التركيز كمما زادت قابمية الفصل

 – 211bpوالذي يستخدم لفصل قطع دنا كبيرة الوزن الجزيئي %  1–1.7سم، والأكثر استخداماً ىو  12وبطول % 

20Kbp. 

 Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE)ىلام أكريل أمايد متعدد  .2

لتكوين شبكة معقدة ذات ثقوب  Bis-acrylamideىو عبارة عن ناتج ارتباط مادة الأكريل أمايد المتبمورة مع مادة 

د أكثر ملائمة في فصل أصغر قطراً من تمك الموجودة في ىلام الأكاروز، وليذا السبب فان ىلام أكريل أمايد متعد

ولكن من %  7.5ويكون التركيز الأفضل للأكريل أمايد متعدد ىو  bp 211–1قطع الدنا الأصغر والتي تتراوح بين 

 .مساوئ ىذا النوع من اليلام انو أصعب وذو كمفة عالية بالمقارنة مع الأگاروز

 الترحيل الكيربائي بواسطة ىلام الأگاروز

كيربائي بواسطة ىلام الأگاروز واحدة من الطرق الفيزيائية الميمة التي يمكن بواسطتيا تعتبر عممية الترحيل ال

من خلال فتحات صغيرة موجودة  DNAإن مبدأ ىذه الطريقة، ىو ىجرة الـ . وتحديد حجمو DNAالكشف عن الـ 
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جاه القطب الموجب بات( الأسود)ضمن الأگاروز عند تسميط تيار كيربائي وتكون ىذه اليجرة من القطب السالب 

 .شحنة سالبة بسبب وجود مجموعة الفوسفات DNAنظراً لكون الشحنة التي يحمميا الـ ( الأحمر)

 العوامل المؤثرة عمى ىجرة الدنا خلال ىلام الأگاروز

 مفردة أو) خطيةيعتمد جريان جزيئات الدنا عمى أوزانيا الجزيئية، فجزيئات الدنا قد تكون : الوزن الجزيئي لمدنا .1

تياجر جزيئات الدنا بسرعة تتناسب . أو عمى شكل حمزون وىي بذلك تختمف في البنية والوزن الجزيئي( مزدوجة

 .لوزنيا الجزيئي 11تناسباً عكسياً مع لوغارتم 

 .تختمف سرعة رحيل الجزيئات المتشابية بتغير تركيز الأگاروز المستعمل لعممية الفصل: تركيز الأگاروز .2

الشكل الدائري المغمق والشكل . تختمف أشكال الدنا البنائية في سرعة جريانيا في ىلام الأگاروز: ناالشكل البنائي لمد .3

الدائري المفتوح والشكل المستقيم ذوات الأوزان الجزيئية المتشابية تياجر في تركيز معين من ىلام الأگاروز بسرع 

 .مختمفة

 .لدنا الخطية مع كمية الفولتية المستعممة لمترحيلتتناسب سرعة جريان جزيئات ا: كمية التيار الكيربائي .4

Agarose Gel Electrophoresis Instruments 

1. Loading buffer 

2. Red safe solution 

3. Electrophoresis-grade agarose 

4. Horizontal gel electrophoresis apparatus 

5. Gel casting platform 

6. Gel combs (slot formers) 

7. DC power supply 

8. Microwave Oven 

صبغة الترحيل ىي عبارة عن محمول يتكون من السكروز أو الگميسرول حاوي عمى صبغة، ووظيفة ىذه الصبغة  ✯

ىي جعل عممية الترحيل الكيربائي مرئية يمكن تتبعيا من خلال النظر إلى وعاء الترحيل، أما السكروز أو الگميسرول 
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ستقرارىا في أسفل نعمل عمى زيادة كثافة العينة عند وضعيا في حف رة اليلام وبالتالي نضمن عدم طفو العينة للأعمى وا 

 الحفرة.

، توضع سوياً Boric acid( غرام من الـ 21و ) NaOH( غرام من مادة 4يوزن ) SB 10Xلتحضير محمول  ✯

إلى المحمول  pH( مل من الماء المقطر ثم تعدل قيمة 811في بيكر سعة واحد لتر عمى درجة حرارة خفيفة في )

 ( مل.1111(  ويكمل الحجم إلى )8,5)

 :طريقة العمل

فقد تم تحضيره   PCRأما لتفاعلات الـ %  1لترحيل الدنا المجيني والكشف عنو تم تحضير ىلام الأگاروز بتركيز  .1

 (.كما في الجدول أدناه)، %2بتركيز مناسب لحجم قطعة الدنا لمجينات المدروسة بتركيز 

حتى الغميان ثم يترك ليبرد إلى درجة حرارة  Microwaveباستخدام جياز SBحمول الـ يتم إذابة الأگاروز في م .2

 .م   51-61

 .مايكروليتر لمحمول الأگاروز وتمزج بشكل جيد( 3)بمقدار  Red Saveيتم إضافة صبغة الـ  .3

ثم تم  DNAالتي تستخدم لتحميل عينات الـ  wellsلصنع الحفر  combيتم تركيب حوض اليلام ثم وضع المشط  .4

 .صب الأگاروز بعناية في الحوض ويترك إلى أن يتصمب اليلام

 .حيث يغطى ىذا الدارئ سطح اليلام SB 10Xيوضع الحوض مع اليلام في الحوض الممموء بدارئ  .5

، أما ناتج DNAمايكروليتر من نماذج الـ ( 5)مع  Loading bufferمايكروليتر من دارئ التحميل ( 3)يتم مزج  .6

 .Power supplyل بشكل مباشر وتُحمل بعناية في الحفر ومن ثم تشغيل مجيز القدرة فيرح PCRالـ 

 .U.Vيتم فحص اليلام المصبغ بواسطة جياز الاشعة فوق البنفسجية  .7
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 جدول تركيز الأگاروز المستخدم وحجم محمول الترحيل الكيربائي

SB volume Amount of agarose The concentration Size of tray NO 

50 ml 0.5g 1% 
10×10 

1.  
50 ml 0.7g 2% 

80 ml 0.8g 1% 
10×15 

2.  
80 ml 1.6g 2% 
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