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:اهداف آزمایش
 
 آى اًَاعهبسکش ٍ  ثب آضٌبيي 

 غلظت تؼییي DNA اسپکتشٍفتَهتش تَسظ 

آضٌبيي ثب طل الکتشٍفَسص 

 اًذاصُ ٍ غلظت تؼییي DNA طل سٍي اص 
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 وجود (پروتئين-RNA-DNA) مارکر متفاوت انواع الکتروفورز توسط پروتئين يا و  RNA ، DNA غلظت تعيين براي

 .دارد

 

 

 

Farzaneh Forouharfar 



 مارکر ژنتیکی
(Genetic Marker) 

  ٍ آًبلیض دس کِ ّستٌذ ّب کشٍهَصٍم سٍي ثش هکبًْبيي طًتیکي ّبي  ًطبًگش يب هبسکشّب 
 .گیشًذ هي قشاس استفبدُ هَسد هَخَدات طًَم هغبلؼِ

 خبيگبُ کِ است دي اى اي تَالي اص ثخطي يب طى يک هبسکش، ديگش ػجبست ثِ
ِ ضذُ اي ِ ّب يب افشاد ضٌبسبيي ثشاي هي تَاى سا آى ٍ داسد کشٍهَصٍم سٍي ثش ضٌبخت   گًَ

ِ کبس   دگشگًَي يب طًي خْص يک دسپي هي تَاًذ طًتیکي هبسکش يک دس دگشگًَي .ثشد ث
 .ضَد ديذُ کشٍهَصٍهي خبيگبُ دس

  اص دساصتشي ثخص يب ثبضذ، دي اى اي اص کَتبّي ثخص تٌْب هي تَاًذ طًتیکي هبسکش يک
 .ثبضذ دي اى اي



 انواع مارکرها

  دستِ صيش غَست ثِ سا هبسکشّب تَاى هي کلي ثٌذي تقسین يک دس .داسًذ هختلفي اًَاع هبسکشّب
 :کشد ثٌذي

  فٌَتیپ سٍي اص است هطخع آًْب ًبم اص کِ ّوبًگًَِ فٌَتیپي هبسکشّبي :فٌَتیپي هبسکشّبي-1
  هَسفیضم پلي ٍ است کن هبسکشّب ايي تؼذاد .است سبدُ خیلي آًْب اسصيبثي لزا ٍ ضًَذ هي اسصيبثي

  ًبهغلَة غفت يک ٍاقغ دس فٌَتیپي هبسکش هَاسد اغلت دس عشفي اص .کٌٌذ هي تَلیذ ًیض کوي
 .ضَد ًوي استفبدُ هبسکشّب ًَع ايي اص اهشٍصُ لزا ... ٍ ّب ثشگ ثَدى اثلق ثَتِ، کَتَلگي هثلا است،

   :ضًَذ هي تقسین صيش دستِ دٍ ثِ خَد هَلکَلي هبسکشّبي :هَلکَلي هبسکشّبي-2

 ثیَضیویبيي هبسکشّبي•

 DNA هبسکشّبي•



 مارکرهای بیوشیمیایی
 

  ًذاسًذ صيبدي کبسايي اهشٍصُ هبسکشّب ًَع ايي .است هتؼذدي هَاسد ضبهل ثیَضیویبيي هبسکشّبي
 .است کن آًْب تؼذاد کِ چشا

 :کشد تقسین صيش ّبي دستِ ثِ تَاى هي سا گشٍُ ايي

 ... ٍ هؼغش تشکیجبت فٌلي، تشکیجبت هثل :کَچک ثیَضیویبيي ّبي هَلکَل .الف

  ًبًَايي اسصش تؼییي دس خػَغب گٌذم دس کِ گلیبديي ٍ گلَتٌیي هثل :اي رخیشُ ّبي پشٍتئیي .ة
 .داسد کبسثشد

  هي کبتبلیض سا ٍاکٌص يک کِ ّستٌذ آًضين يک هختلف ّبي فشم ٍاقغ دس ايٌْب :ّب آيضٍصاين .ج
  صيبدي کبسثشد 80 دِّ دس هبسکشّب اى .ثبضذ هتفبٍت آًْب فؼبلیت سشػت است هوکي ٍلي کٌٌذ

 عشاحي سا لیٌکبطي ًقطِ اٍلیي فشًگي گَخِ دس ّب آيضٍصاين اسبس ثش تَاًست تٌکسلي .داضتٌذ
 .ًوبيذ

 



 DNAمارکر های 

  گستشدگي کِ ّستٌذ هبسکشي ّبي سیستن تشيي کبسثشدي ٍ هْوتشيي ٍاقغ دسDNA  هبسکشّبي
 هغشح طى ثیبى سغح اٍلیي دس کِ آًدب اص .ّستٌذ تکبهل ٍ تَسؼِ حبل دس سٍصُ ّش ٍ داضتِ صيبدي

 .ّستٌذ ثبلا هَسفیضم پلي ٍ صيبد تٌَع داساي ثَدُ، دقیق خیلي ضًَذ، هي

  کِ کشد هي تطجیِ ضْش يک دس هْن اهبکي ٍ ّب سبختوبى ثِ سا DNA  هبسکشّبي (1999) ثشاٍى
 .ًوَد يبثي هکبى ٍ داد آدسس آًْب ثِ ًسجت سا ضْش ًقبط تَاى هي

 



 :است صيش غَست ثِ سايح ثٌذي تقسین .داسًذ صيبدي ثسیبس اًَاع  DNA هبسکشّبي

 هیبریداسیون بر مبتنی مارکرهای•

 قشاس گشٍُ ايي دس ًیض ّب هیکشٍستلیت ٍ ّبVNTR .ثبضذ هي  RFLPهبسکشّب ايي ًَع ثبصستشيي
  هي استفبدُ ّیجشيذاسیَى خْت (پشٍة) ضذُ ًطبًذاس DNA قغؼِ يک هبسکشّب ًَع ايي دس .داسًذ
  اهشٍصُ لیکي داسد، صيبدي ثسیبس دقت ٍ ضذ اثذاع  Botstain تَسظ 1980 سبل دسRFLP .ضَد
 .ضَد هي استفبدُ کوتش آى، ثَدى صحوت پش ٍ گیش ٍقت دلیل ثِ غشفب

 (PCR)پلیمراز زنجیرهای واکنش بر مبتنی مارکرهای•

  استفبدُ (پشايوش 2 يب 1) پشايوش اص سبصي آضکبس ثشاي کِ ّستٌذ آًْبيي PCR ثش هجتٌي هبسکشّبي
  اًدبم قبثل سشيغ خیلي کِ آًدب اص ٍ ثبضذ هي هبسکشّب اص ٍسیؼي عیف ضبهل گشٍُ ايي .کٌٌذ هي

  ٍ RAPD، DAF، AFLP، SSR، STS، SCAR، ALP .يبثٌذ هي ثیطتشي گستشش سٍصُ ّش ّستٌذ،
 .ّستٌذ هبسکشّب ايي اص ّبيي ًوًَِ ...

 

 

 



 با استفاده از اسپکتوفوتومتری DNAبررسی وجود 
 

  سٍش اص تَاى هي آى خلَظ ٍ غلظت هیضاى اص آگبّي ٍ  DNA کیفیت ٍ کویت اسصيبثي هٌظَس ثِ
 ثبصّبي تَسظ UV اضؼِ خزة هیضاى ، دقیق ٍ سبدُ سٍش ايي دس .کشد استفبدُ اسپکتشٍفتَهتشي

DNA ُّبي هَلکَل.ضَد هي گشفتِ اًذاص DNA ِتیویي، آدًیي، آسٍهبتیک ثبصّبي حضَس ػلت ث 
 اًذاصُ ثٌبثشايي .ثبضٌذ هي ثٌفص هبٍساء هحذٍدُ دس صيبد ًَسي خزة داساي گَاًیي ٍ سیتَصيي

   .ثبضذ هي آى خلَظ دسخِ ثشاي خَثي ضبخع  DNA ّبي هحلَل ًَسي خزة گیشي



 DNA ّبي هحلَل هؼوَلاً عشفي اص .است nm 260 هَج عَل دسDNA  هَلکَل خزة حذاکثش
 حضَس ػلت ثِ ًیض پشٍتئیٌي ّبي هحلَل خزة حذاکثش کِ داسًذ پشٍتئیٌي آلَدگي هقذاسي

 .هي ثبضذ 280nm هَج عَل دس آلاًیي ٍ تیشٍصيي فٌیل، تشيپتَفبى هبًٌذ آسٍهبتیک اسیذّبي
 هٌبسجي هؼیبس ًَسي خزة .کٌٌذ هي هطخع سا 260/280 ّب هَج عَل دس خزة ًسجت ثٌبثشايي

  ّویي ثِ .ثَد خَاّذ خلَظ دسخِ ػجبستي ثِ ٍ ًوًَِ يک دس  Protein/DNAًسجت تؼییي ثشاي
 260nm   ٍ 280 ّبي هَج عَل دس سا آى خزة ثبيذ ، هحلَل DNA  غلظت تؼییي خْت ػلت

   .ًوَد هطخع

 :ًوَد استفبدُ صيش فشهَل اص تَاى هي :کویت تؼیي ثشاي

 

dsDNA(mg/ml)= OD260×50×Dilution Factor 

 



  دٍ DNA لیتش هیلي دس هیکشٍگشم 50 ثب هؼبدل تقشيجبً=A 1يؼٌي ،OD260ٍاحذ ّش ثٌبثشايي
 .است اي سضتِ

 صيش غَست ثِ خزة دٍ ًسجت اص تَاى هي سا DNA ثَدى خبلع هیضاى :کیفیت تؼییي ثشاي
 :ًوَد هحبسجِ

 (A)خزة ًسجت  ;260nm   دس خزة /280nmدس خزة

8/1 A< است ثبلا پشٍتئیي غلظت 

8/1 A> غلظت RNA است ثبلا 

 1 ًسجت ثِ سا DNA هحلَل اثتذا .ضَد هي استفبدُ اسپکتشٍفتَهتش دستگبُ اص کبس ايي اًدبم خْت
  هَسد TE هحلَل μl100 هقذاس دستگبُ کشدى (  Blank ) ثلاًک خْت .هي کٌین سقیق 20ثِ

  ٍ ضَد هي خَاًذُ 280 ٍ 260 هَج عَل دس ًَسي خزة هیضاى سپس .گیشد هي قشاس استفبدُ
  هَسد ّبي DNA توبهي ثشاي کِ گشدد هي هحبسجِ هَسد ّش دس ( 280/260 ) خزة ايي ًسجت
  5/0 ثیي کِ هي ضَد هحبسجِ دستگبُ تَسظ ًیض DNA غلظت  .ثبضذ هي 2 الي 7/1 ثیي ثشسسي

   . ثَد  μl/μg 2 الي
 



 DNAمارکر های 
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 RNAمارکر های 
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 تکنیک ژل الکتروفورز  
 (Gel Electrophoresis) 

  الکتشٍفَسصهیجبضذ طل تکٌیک ثبسداس هَلکَلْبي خذاکشدى خْت هشسَم آصهبيطگبّي ّبي سٍش اص
 ثِ تکٌیک ايي کلي فشايٌذ .هیگیشد اًدبم آًْب هَلکَلي خشم ٍ ثبس اًذاصُ،  ثِ تَخِ ثب خذاسبصي ايي.

  هخبلف قغت دٍ داساي طل سوت دٍ ، الکتشٍفَسص طل دس خشيبى ثشقشاسي ثب کِ است غَست ايي
  حشکت خَد هخبلف قغت سوت ثِ ثبسداس ّبي هَلکَل هیطَد ثبػث کِ هیطَد هٌفي ٍ هثجت
 ايي دلیل .است ضذُ ضٌبختِ ” هْبخشت ” اغغلاح تحت ّب هَلکَل حشکت ػول ايي.کٌٌذ

  هَخَد هٌبفز هیبى اص هیسبصد قبدس سا هَلکَل ّب کِ است طل ًفَرپزيش هبتشيکس سبختبس هْبخشت
 .کٌٌذ حشکت طل عَل دس ٍ ػجَس  آى دس



  ّب هَلکَل ضٌبسبيي ٍ خذاسبصي ثِ هٌدش کِ است الکتشيکي خشيبى اػوبل تکٌیک ايي کبس اسبس
 ٍ هَلکَلي ّبي آصهبيطگبُ دس  سٍش ايي کبسثشد دادين ضشح ثبلا دس کِ گًَِ ّوبى . هیطَد

  ثشاي کِ طلي .است پشٍتئیي ٍ  RNA ،DNA هبًٌذ ثبسداس هَلکَل ّبي خذاسبصي ثشاي ثیَضیوي
  ّب طل ايي سبختبس . است آکشيلاهیذ پلي يب ٍ (آگبسص ) آگبسٍص پَدس اص هیطَد استفبدُ تکٌیک ايي

  ػجَس آى اص ساحتي ثِ هتفبٍت اًذاصُ ّبي ثب هَلکَل ّب ، هیطَد هَخت اهش ّویي ٍ است داس هٌفز
 ، ثضسگتش يب ٍ کَچکتش ّبي هَلکَل حشکت خْت هٌبفز ايي کشدى ثضسگ يب کَچک ثشاي .کٌذ

 .کٌین ثیطتش يب ٍ کوتش سا دسالکتشٍفَسص استفبدُ هَسد ّبي طل غلظت هیتَاًین





 کاربردهای تکنیک ژل الکتروفورز
 

 :کبسثشد اغلي ايي هتذ دس آصهبيطگبُ ّب ثِ دٍ ثخص اغلي تقسین هیطَد 

سيل تبين   ، PCRکِ يب ثػَست استخشاج ضذُ ّستٌذ ٍ يب هحػَل  DNAخذاسبصي هَلکَلْبي •
 ٍ يب کلًَیگ طى

 PCRثشسسي ٍ هغبلؼِ کیفیت هحػَل •
ًبًَهتشداسد کِ کبهلا هتٌبست ثشاي خذاسبصي     500تب  100هٌبفز ثضسگ  طل آگبسٍص قغشي حذٍد 

 .  ثب عَل ثبلا هیجبضذ DNAهَلکَل ّبي 

 



 

  هخػَظ کبسثشدّبي يک ّش کِ هیجبضذ افقي يب ػوَدي سٍش دٍ ثِ  الکتشٍفَسص ػولکشد
 .داسد سا خَد ثِ

 : است طل قشاسگیشي خْت دٍ ايي آضکبس ّبي تفبٍت اص

 

 دس افقي غَست ثِ طل قشاسگیشي ًیض ٍ است آگبسٍص استفبدُ هَسد طل افقي، الکتشٍفَسص دس
 است، ثبفش هحیظ

 غَست ثِ طل قشاسگیشي ٍ  است آکشيلاهیذ پلي استفبدُ هَسد طل ، ػوَدي الکتشٍفَسص
 .است هحذٍد ثبفش ثب آى توبس ٍ است الکتشٍفَسص هحفظِ دسٍى ٍ ػوَدي





 ژل عمودی



 ژل افقی



 تهیه ژل برای انجام الکتروفورز
 

 کبسثش اختیبس دس پَدس ثػَست هَاد ايي .هیطَد استفبدُ آکشيلاهیذ پلي يب ٍ آگبسٍص اص اص ًظش هَسد تکٌیک ثِ تَخِ ثب
  اسبس ثش .هیطَد تجذيل ضفبف هبيغ يک ثِ دادى حشاست ٍ هخػَظ ثبفشّبي ثب هخلَط اص پس ٍ هیگیشد قشاس

 ثِ ضفبف هبيغ سپس .هیکٌٌذ حل ٍ هخلَط TBE يب ٍ  TAEثبفش دس سا  پَدس اص هطخػي هقذاس ، ًظش هَسد غلظت
  چبّک ّبيي ، چبّک ضبًِ تَسظ ٍ سيختِ الکتشٍفَسص تبًک  ثٌبم اي هحفظِ دس ٍ طل کبست دسٍى سا آهذُ دست
 .هیطَد خٌک ٍ ضذُ ثستِ طل ثػَست ضذى، خٌک اص ثؼذ هبيغ . هي ضَد آهبدُ ًوًَِ قشاسدادى ثشاي

 هٌجغ يک ثِ الکتشٍد دٍ  ثب تبًک  ايي . است طل اص خشيبى ػجَس کشدى آسبى ، الکتشٍفَسص تبًک دسٍى ثبفش خبغیت
 .هي ضَد هتػل الکتشيکي خشيبى ايدبد ثشاي الکتشيکي

ِ ّب هطبّذُ ثشاي     هبًٌذ UV ًَس ثب هطبّذُ قبثل سًگ ّبي چبّک،اص دسٍى آى ّب دادى قشاس ٌّگبم طل، سٍي ًوًَ
DNA safe stain  ُثِ اهب هي ضذ، استفبدُ سًگ آهیضي ثشاي ثشٍهبيذ اتیذيَم اص گزضتِ، دس الجتِ .هیطَد استفبد 

 ثِ هَلکَل ّب حشکت پبيبى اص پس .ضذ اػلام هوٌَع ّب آصهبيطگبُ دس آى ّب ثب کبس ّب، آى ثَدى خْص صا ٍ سوي دلیل
 .هیطَد تػَيشثشداسي داک طل ًبم ثِ دستگبّي تَسظ طل ٍ هي ضَد قغغ الکتشيکي خشيبى هخبلف، قغت سوت



 DNAالکتروفورز مولکول های 
 

 آًدبيیکِ اص .است هتفبٍت ّبي عَل ثب  DNA هَلکَلْبي ضٌبسبيي ثِ قبدس کبسثش تکٌیک ايي ثب
 قشاس الکتشيي خشيبى تحت ٍ  طل سٍي کِ صهبًي ّستٌذ هٌفي ثبس داساي  DNA هَلکَل ّبي

 DNA ّبي هَلَکَل خذاسبصي ، ضشايظ ايي دس .هي کٌٌذ حشکت هثجت الکتشٍد سوت ثِ هیگیشًذ
ِ ّبي حشکت .هي ضَد اًدبم آًْب سبيض ٍ اًذاصُ اسبس ثش تٌْب ،  ثیطتشي سشػت  DNA کَتبُ سضت

  هتفبٍت اًذاصُ ّبي ثب  DNA هَلکَل ّبي  خذاسبصي ثٌبثشايي داسًذ، ثلٌذتش هَلکَل ّبي ثِ ًسجت
 سًگْبي کشدى اضبفِ ثب ّب، ًوًَِ سديبثي کشدين اضبسُ ّن قجلا کِ ّوبًغَس.هیطَد اًدبم تش آسبى

  دسست ، طل ثب سا فلَسسٌت سًگ ّبي کبسثشاى، اص ثؼضي .هیگیشد اًدبم  طل چبّک دسٍى فلَسسٌت
  سًگ کشدى اضبفِ ثِ ًیبص ، ضشايظ ايي دس کِ هیکٌٌذ هخلَط الکتشٍفَسص قبلت ثِ آى اًتقبل اص قجل

  کِ هي گیشد اًدبم افقي غَست ثِ  DNAهَلکَل ّبي ثشاي الکتشٍفَسص .ًیست  ًوًَِ لَد ٌّگبم
 .است ػوَدي سٍش ثِ ًسجت سبدُ تش سٍضي

 



  کِ است ًوبيبى طل سٍي ثش هختلف اًذاصُ ّبي دس  DNA هَلکَل ّبي ثبًذ خشيبى، تَقف اص ثؼذ
  استبًذاسد ػٌَاى ثِ ( (Ladderاغغلاح دس يب ٍ ًطبًگش يک اص ًوًَِ، ثبًذ اًذاصُ تؼییي خْت

 آى اص استفبدُ ثب ٍ ثَدُ ًوبيبى هؼیي عَل ثب ثبًذّبيي غَست ثِ طل سٍي لذس .هي ضَد استفبدُ
 .کشد اسصيبثي تَاى هي سا طل سٍي ثش ًوًَِ ثبًذّبي اًذاصُ

 



 ژل روی از DNA اندازه و غلظت تعیین 
 .ثبضٌذ هي هٌبست ًظش هَسد هحلَل غلظت  ٍ اًذاصُ تؼییي دس  ساٌّوب يک ّوبًٌذ هبسکشّب

  0.5 کِ هبسکشي ثشاي هثلا .است ضذُ هطخع سبصًذُ کبسخبًِ تَسظ قجل اص هبسکش ثبًذ ّش اًذاصُ
  ٍ هبسکش ثبًذّبي ضذت هقبيسِ ثب هي تَاى ثٌبثشايي .است ضذُ تؼشيف ng/0.5g غَست ثِ است هیکشٍگشم

 .ثضًیذ تخویي سا ثبًذ ايي غلظت کٌیذ، هي هطبّذُ DNA کشدى load ًتیدِ دس کِ ثبًذي
خب bp هبسکش ثبًذ ّش چَى آٍسد، دست ثِ هبسکش ٍسیلِ ثِ ًیض سا ًظش هَسد قغؼِ اًذاصُ تَاى هي عشفي اص

 .داسد سا خَد ظ
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ه دادُ هبسکش ّوشاُ ثِ کِ اػذادي کٌیذ، لَد هیکشٍگشم  0.2  است، هیکشٍگشم  0.5  کِ هبسکشي اص اگش :هثبل
 :داضت خَاّیذ گشم هیکشٍ  0.2  دس ثَد، ngr26.1   آى ثبًذ يک غلظت اگش ٍ کشد خَاّذ تغییش ضًَذ ي

 غلظت تَاى هي حبل .است ضذُ لَد هبسکش gr0.2  ثِ ًسجت ًظش هَسد ثبًذ غلظت دٌّذُ ًطبى ػذد ايي

 ًوًَِ اص لیتش هیکشٍ چٌذ کِ ضَد دقت ثبيذ ًیض ايٌدب دس اهب .آٍسد دست ثِ ساًیض آى هؼبدل DNA ثبًذ

DNA ًوًَِ صا هیکشٍلیتش 4 اگش هثلا .است ضذُ لَد DNA دست ثِ غلظت است، ضذُ لَد ًظش هَسد  
  است، ًظش هَسد هیکشٍلیتش يک دس DNA هیضاى آٍسدى دست ثِ چَى ٍ است هیکشٍلیتش  4 دس آهذُ

  .ضَد تقسین  4 ثش آهذُ دست ثِ ػذد هي ثبيست
 .است هبيکشٍلیتش ثش هبيکشٍگشم آى ٍاحذ کِ دّذ هي ًطبى اٍلیِ ًوًَِ دس سا ًظش هَسد ثبًذ غلظت ػذد ايي


