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 الترحيل الكهربائي بالهلام

gel electrophoresis 

 

 chargedيعرف الترحيل الكهربائي بأنه حركة الأيونات والجزيئات العملاقة المشحونة  

macromolecules (  كالـDNA, RNA, proteins)   هـلا  الأكـازوأ  و )خـلا  وطـم يعـي

 . الحادثة عند تسليم تياز كهربائي( هلا  يتعدد الأكريلايايد

 

طوف تهاجر في المجا  الكهربائي  فإنها, كان للجزيئة يحصلة شحنة طالبة  و يوجبة إذا

الأنـود ) القطب الموجب  إلىتهاجر وتنجذب ( anionالأنيون )الجزيئة ذات الشحنة السالبة  إن –

anode) ,ــات ذات الشــحنة ال ــة والجزيئ ــايون )موجب ــاجر وتنجــذب نحــو ( cationالكات طــوف ته

ــاثود )ب القطــب الســال ــة (. cathodeالك ــة دقيق ــوب يجهري ــ  ثق ــي هــلا  يتكــون ي ــل ف ــتا الترحي ي

microscopic pores  ,  يـ  خـلا  التـأثير  حركـة الجزيئـات الملتل ـة بإعاقـةويقـو  هـذا الهـلا

الجزيئـات الصـريرأ  و المديجـة تهـاجر بشـكل  إنحيث , لثقوبه الدقيقة sieving effectالمنللي 

ــا رأ طــرخ خــلا  الهــلا  يــ   ــر المتن ــر  و اي ــات الأكب ــي تواجــه يقاويــة , الجزيئ ــةوالت  احتكاكي

frictional resistance ثناء حركتهـا فـي شـبكة الهـلا  الدقيقـة  gel meshwork .  لـذا تسـتلد

وفـــي الوزاثـــة الجزيئيـــة  cytologyكهربائي بشـــكل واطـــل فـــي علـــا اللليـــة ذتقنيـــة الترحيـــل الـــ

molecular genetics الكبيـرأ العملاقـة  ل صـل الجزيئـاتmacromolecules . يمكـ  يعرفـة

 standardبواطمات جزيئية قياطية  االجزيئات الم صولة على الهلا  ي  خلا  يقازنته حجا هذه

molecular markers  والتي ترحل بمواأاأ العينة الرير يعروفة خلا  الترحيـل الكهربـائي فـي

 .الهلا 

 

طالبة  صيلة بسبب عمودها ال قري المحتوي شحنة  RNAوال   DNAتحمل جزيئات ال  

فإنهــا تحمــل شــحنات يلتل ــة علــى طــطحها بــاختلاف شــحنات ,  يــا البروتينــات. علــى ال وطــ ات

فـان يحصـلة شـحنة الجزيئـات , ولهذا وبالنسبة للبروتينات فقـم .الأحماض الأيينية الموجودأ فيها

 .تلعب دوزا يهما في حركتها في الهلا 
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 حكم بحركة جزيئات الـ العوامل التي تتDNA في الهلام: 

 

 (فيما إذا لو كانت طالبة  و يوجبة) chargeالشحنة  .1

فالجزيئـات الصـريرأ تتحـرلا خـلا  ) formula weightحجمها  و وأنها الجزيئـي  .2

 (الهلا  بصوزأ  طرخ ي  الجزيئات الكبيرأ

ئما ل صـل كلما كان حجا الثقوب صريرا كلما كان ذلك يلا) pore size الثقوبحجا  .3

 (الجزيئات الصريرأ والعكس بالعكس

يسـتلد  التيـاز ) the strength of the electrical fieldقـوأ التيـاز الكهربـائي  .4

الكهربــائي العــالي لل صــل الســريل للجزيئــات الصــريرأ بشــكل عــا  ولكــ  علــى  ن   

ز  يـا التيـا. إليـهتحطـا الجزيئـات عنـد تعر ـها  إلـىيكون عـالي جـدا لأن هـذا يـ دي 

عنـد ا زت ـاخ البسـيم الواطيء فيسـتلد  عـادأ ل صـل الجزيئـات الكبيـرأ التـي تتشـوه 

ولك  على  ن   يكون التياز واطيء جدا لأنه كلما كان التياز واطئا كـان , لقوأ التياز

وكلما اأداد وقت الترحيل اأدادت نسبة تعرض حز  الجزيئات , وقت الترحيل كبيرا

والذي هو ايـر يراـوب  ثنـاء عمليـة  band diffusionالمرحلة إلى حالة ا نتشاز 

 (الترحيل في الهلا 

 

 DNAثنائيــة الشــريم بشــكل يلتلــا اعتمــادا علــى كــون الــ   DNAتهــاجر جزيئــات الــ  

تهاجر الجزيئـات اللطيـة عبـر ثقـوب الأكـازوأ بشـكل يشـبه . linear و خطي  circularدائري 

 covalently closed ً   ئريــة المرلقــة تســاهميا يــا الجزيئــات الدا. الأفعــى يــ  خــلا  الثقــوب

circular molecules  و CCC  فأنها يديجةcompact  كثر لذا تهاجر عبـر الثقـوب بسـهولة 

 . CCCواالبا يا تهاجر الجزيئات اللطية ببمء  كثر يقازنة بجزيئات ال  .  كبر

 

. opened تـو موالنـوخ ال, closedالنوخ المرلق : الدائري DNAهنالك نوعي  ي  ال  

فـان كـل  حما ـها النوويـة تـرتبم بواطـطة وصـرأ فوطـ اتية , CCCوفـي حالـة النـوخ المرلـق  و 

 يــا  .supercoiled فــائقوتكــون كــذلك يلت ــة بشــكل  phosphodiester bondثنائيــة الأطــتر 

  phosphodiesterفلهـا علـى الأقـل وصـرأ يـ  نـوخ ,  open circle (OC)النـوخ الم تـو 

ن الضـرم لأ, relaxed DNAالمسـترخي  و  DNAبالـ   opened DNAعى الـ  يـد. يكسوزأ
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ــــ   ــــات ال ــــي جزيئ ــــره CCCالموجــــود ف ــــا تحري ــــد ت ــــي ا صــــرأ , ق ــــدا ف ــــقا واح ــــث  ن ش حي

phosphodiester للا ال ائق هو ك يل بالتللص ي  عملية اsupercoiling بشكل كايل . 

 

 

 .إلا أنها تختلف بالشكل فقطلها نفس التسلسل  DNAيبين ترحيل ثلاث جزيئات  شكل

  

 formula علاه لها ن ـس عـدد النيوكليوتيـدات ون ـس الـ   DNAولو  ن كل جزيئات ال   

weight , إ   نها تهاجر بشكل يلتلا خلا  الهلا . 

 

 

 

   

 

 

 Agarose gel electrophoresis  الأكاروز هلامفي الترحيل الكهربائي 

 

 ثاليتحضير وترحيل هلام الأكاروز الم

 

 ياهي الأدوات الواجب توفرها لررض الترحيل الكهربائي في هلا  الأكازوأ؟
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  ارفة ترحيل كهربائيelectrophoresis chamber 

   وعـاء صـب الهـلاgel casting tray ,ويتـألا يـ  , والـذي يتـوفر بحجـو  يتعـددأ

 tapeترلق النهايـات الحـرأ بشـريم شـ اف . UVبلاطتك ن اذ للأشعة فوق البن سجية 

الشـريم قبـل القيـا  يـزا  ثـا . قبـل صـب الهـلا ( عند عد  توفر الماطكات النموذجية)

 . بعملية الترحيل الكهربائي

  المشــمcomb ,والــذي عنــد زفعــه يتكــون يــا , والتــي يتصــلب هــلا  الأكــازوأ حولــه

الأيـاك  التـي تو ـل بهـا عينـات الـ   - ي الح ـر -والتي تمثل , wellsيعرف بالح ر 

DNA اد ترحيلها كهربائيا  المر. 

  دازيء الترحيـل الكهربــائيelectrophoresis buffer , وهــو الــذي يضــطلل بنقــل

, الترحيــل الكهربــائي أالتيــاز الكهربــائي بــي  لقطــب الموجــب والقطــب الســالب لوحــد

يكـون الـدازيء . ولما اكتملـت الـدائر الكهربائيـة ولو  وجود الدازيء لما انتقل التياز

فأيـــا  ن يتـــألا يـــ  , ي ترحيـــل الأحمـــاض النوويـــة عـــادأ بنـــوعي الـــذي يســـتلد  فـــ

 و  ن يتـألا , TAEويدعى بدازيء ,  tris-acetate-EDTAالمكونات              

 .TBEويدعى بدازيء , tris-borate-EDTAي  المكونات 

  دازيء التحميـــلloading buffer , والـــذي يتـــألا يـــ  يكـــون  طاطـــي كثيـــا

بــالح رأ المــراد ترحيلهــا " تســقم"لكــي يســمع للعينــة بــأن  (glycerolكالكليســرو  )

فانـه , لكليسـرو ة لعاليـوبسبب الكثافـة النوعيـة ال( DNA ي حالة ترحيل ال  ف) .ينها

وهـذا يعمـل , فانـه يحتـل الموقـل السـ لي, DNA يا يحلو  الـ  , يحتل الموقل العلوي

الكليسـرو         وجـود  وفـي حالـة عـد , فـي الهـلا  DNAبدوزه على تثبيت جزيئات ال  

           فـي   DNAقـد يـ دي بـدوزه إلـى عـد  تثبيـت الـ   فـان هـذا,  و  ية يـادأ كثي ـة  خـر 

ـــة ا نتشـــاز                     ويتـــألا  .الريـــر يراوبـــة diffusionالهـــلا  وبالتـــالي تحـــدة فيـــه حال

                          tracking dyesدازيء الترحيـــــل كـــــذلك يـــــ  صـــــبرة  و صـــــبرتي  للتعقـــــب 

 (bromophenol blue  و xylene cyanol) , والتي تهاجر في الهلا  يـل العينـة

وتســمع بالمراقبــة العينيــة لمســافة التــي قطعتهــا العينــات  ثنــاء ترحيلهــا كهربائيــا   فــي 

لـة كما انها تعـرف .الهلا  وهـذا , يقـداز المسـافة المقطوعـة يـ  قبـل الجزيئـات المرح 

 .ت ا نتهاء ي  الترحيلييعرفة توقل لنا يسهبدوزه 
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   ــديو ــد ا ثي ــ  : ethidium bromideصــبرة برويي ــات ال ــل جزيئ ــة يواق ــتا يعرف ي

DNA وهو عادأ يا يحصل باطـتلدا  صـبرة بروييـد ا ثيـديو , ي  خلا  التصبيغ  

ethidium bromide  والتي هي عبـازأ عـ  جزيئـة يسـطحةplanar molecule 

بــي   أواجــه  intercalationائي الشــريم بواطــطة التــداخل ثنــ DNAتــرتبم بالــ  

  الداخليــة الكازهــة للمــاء DNAالــ  عنــديا تــدخل الصــبرة إلــى ينطقــة  .القاعديــة

hydrophobic interior ,فإنها تصبع  كثر ت ـوزا , والتي تتمثل با أواج القاعدية

more fluorescent  يـة الصـبرة هـذا و  يمكـ  ز . ي  الصبرة الحرأ في المحلـو

 UV transluminatorيســتلد  جهــاأ الــ  , بــد  يــ  ذلــك, بــالعي  المجــردأ ولكــ 

والـذي يبعـث  و يشـل الضـوء  nm 360 – 300والذي يستعمل فيـه الطـو  المـوجي 

 .البرتقالية للطيا الضوئي –في المنطقة الحمراء 

ايل كمـادأ ويجب  ن تع, هي يادأ يط رأ يعروفة ا ثيديو إن صبرة بروييد  :ملاحظة

 .لذا يجب لبس الق اأات عند التعايل يل هذه المادأ –كيمياوية خطرأ 

   ــ ــوق , transluminatorجهــاأ ال ــذي يعــرف  يضــا   بصــندوق  ــوء الأشــعة ف وال

ـــجية   DNAيســـتلد  هـــذا الجهـــاأ لر يـــة جزيئـــات الـــ  , UV lightboxالبن س

 .المصبواة بصبرة بروييد ا ثيديو  في الهلا 

, بهـذا الجهـاأ DNAاطتعما  واقيات للعي  عند يشـاهدأ جزيئـات الـ  يجب  :ملاحظة

 .وذلك لحماية العيني  ي  الأشعة فوق البن سجية

  المواأنbalance, وهو ليس بالمكون الأطاطـي لوحـدأ  ,وهو تركيب يشبه البوصلة

لأنه يستلد  في يعرفة يقداز ا تزان الحادة في المنضـدأ التـي , الترحيل الكهربائي

وذلك لأنه لو كانت المنضدأ اير يتزنة يكون الهلا  الذي يرحل . ل عليها الهلا يو 

وهذا يعمل على عد  توأيل التياز الكهربائي بصـوزأ , اير يتساويا    DNAعليه ال  

وبالتالي فان عملية الهجـرأ   تعكـس الـوأن لجزيئـي الصـحيع  ,يتساوية على الهلا 

 . DNAلجزيئات ال  

 

 الكهربائي في هلام الأكاروزخطوات الترحيل 
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 و بالماطــكات المــوفرأ يــل الوعــاء يــ  قبــل , تلحــا حافــات وعــاء صــب الهــلا  بشــريم شــ اف -1

يو ـل . وتجـري عمليـة اللحـا عـادأ لمنـل تسـرب الهـلا  خـلا  عمليـة التصـلب. الشركة المجهـزأ

لمــواأن  حــا اتــزان المســتو  الأفقــي لطاولــة يــ  خــلا  ا. الوعــاء بو ــل  فقــي علــى الطاولــة

balance. 

 

لملـيء , X TBE 0.5كمـا فـي دازيء , تحض  ر كميـات كافيـة يـ  دازيء الترحيـل الكهربـائي -2

  ا كمية يناطبة ي  يسـحوق الأكـازوأ إلـى كميـة . ارفة الترحيل الكهربائي ولتحضير الهلا 

 يجـب  ن   يحتـل. ذات طـدادأ زخـوأ flaskيحسوبة ي  دازيء الترحيل الكهربائي فـي قـازوزأ 

 .ي  حجا القازوزأ %50الدازيء  كثر ي  

 

حيــث إن , يــ  المهــا اطــتلدا  ن ــس الــدازيء فــي ارفــة الترحيــل الكهربــائي وفــي الهــلا  :ملاحظةةة     

تللق  pH و في الأس الهيدزوجيني  ionic strengthاختلافات بسيطة طواء   في القوأ الأيونية 

 . DNAركة جزيئات ال  جبهات على الهلا  ت ثر تأثيرا   كبيرا   على ح

 

طل    القازوزأ بحما  يائي . يجب التأكد ي  زخاوأ طداد القازوزأ. اق ل فتحة القازوزأ برخاوأ -3

 . إلى  ن يذوب الأكازوأ( دزجة حرازأ الرليان) C˚100بدزجة حرازأ 

 

د المحلــو  إلــى دزجــة حــرازأ  -4 تضــاف صــبرة بروييــد , وإذا كــان ذلــك يراوبــا  , C˚60بــر 

 .  وتمزج بشمولية, ا ثيديو 

 

فـان هـذا لـه فائـدأ , عند إ افة صبرة بروييـد ا ثيـديو  إلـى هـلا  الأكـازوأ قبـل تصـلبه :ملاحظة

ن سـها فـي  ي وقـت يـ   وقـات  DNA يا ال ائدأ هي قـدزأ الباحـث فـي تعقـب عينـة الـ  , ويضرأ

أ, الترحيل الكهربائي بب تـداخل هـذه بسـ DNAفتتمثـل يـ  احتمـا  تشـوه عينـات الـ  ,  يا المضر 

 .  فعاليتها البايولوجية DNAوهذا ي قد جزيئات ال  , DNAالصبرة في جزيئات ال  

 

فوق وعاء صـب الهـلا  لكـي تتكـون ح ـرأ كايلـة عنـد  mm 1.0 – 0.5يو ل المشم بازت اخ  -5

فـان هنالـك خطـر يتمثـل , وإذا كان المشم  قرب إلى ص يحة وعاء صب الهـلا . إ افة الأكازوأ
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وهـذا بـدوزه يسـمع للعينـة بـأن تتسـرب يـابي  الهـلا  , دأ الح رأ عنـديا يسـحب المشـمبتمزق قاع

 . والص يحة

 

 3يجـب  ن يكـون طـمك الهـلا  يـا بـي  . اطكب يحلو  الهلا  الساخ  على وعـاء صـب الهـلا  -6

mm  ــى ــة . mm 5إل ــئ  عــد  وجــود فقاعــات هوائي لأن وجــود , air bubblesافحــص لتطم

 .عند يروزه بها DNAال   ال قاعات يعمل على تحطيا

 

يـزا  المشـم , (دقيقـة بدزجـة حـرازأ الررفـة 45إلـى  30), بعد  ن يتصلب الهـلا  بشـكل كايـل -7

 ع  وعاء صب الهلا (  و الشريم الش اف)بحذز وتبعد الماطكات 

 

 .loading bufferيل دازيء التحميل ( DNAعينات ال  )تللم العينات  -8

 

و ــل العينــات الممزوجــة يــل دازيء التحميــل فــي ح ــر ت,يناطــب micropipetteوباطــتلدا   -9

 . ويو ل الوعاء في ارفة الترحيل الكهربائي, العينات

 

فقـم  mm 1  ا كمية كافيـة يـ  دازيء الترحيـل الكهربـائي إلـى  ن يرت ـل الـدازيء بمقـداز  -11

, الناتجـة DNAلأنـه إذا ازت ـل الـدازيء  كثـر يـ  ذلـك فـان هـذا طـا يشـوه حـز  الـ  . ع  الهلا 

ــا بــالحز  المبتســمة  ــى شــكل يائــل وتــدعى الحــز  هن فمــثلا   قــد ينحــرف شــكل الحزيــة الناتجــة إل

smiled bands .  0.5وإذا كان الدازيء بازت اخ  قل ي mm   فان هذا يـ دي إلـى ج ـاف الهـلا

 .وفشل عملية الترحيل الكهربائي

 

الكهربائيي  بحيث يهـاجر ثا يو ل القطبي  , على ارفة الترحيل الكهربائي lidيو ل الرطاء  -11

فلابــد يــ  تولــ  د , وإذا وصــلت الأقطــاب بشــكل صـحيع(. القطــب الأحمـر)نحــو الأنــود  DNAالـ  

يجـــب  ن تهـــاجر صـــبرة الـــ  , وفـــي دقـــائق يعـــدودأ. ال قاعـــات عنـــد قطبـــي الأنـــود والكـــاثود

bromophenol blue   والxylene cyanol  إن وجدت إلى يسافة يناطبة في الهلا . 

 

وتـزا  الأقطـاب الكهربائيـة والرطـاء , يط ـيء التيـاز الكهربـائي, انتهاء الترحيل الكهربائيبعد  -12

يرفــل وعــاء صــب الهــلا  ويو ــل فــي وعــاء التصــبيغ ببروييــد . يــ  ارفــة الترحيــل الكهربــائي
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وهـــي  DNAيـــتا يشـــاهدأ عينـــات الـــ  ,  UV transluminatorباطـــتلدا  جهـــاأ .ا ثيـــديو 

 .nm 360-300باطتلدا  طو  يوجي , ثيديو يصبواة بصبرة بروييد ا 

 

 

 

 

 

  

 


