
 تقدير البروتين

Protein Determination 
 

 

سكان   عدد ال يحتل البروتين أهمية عالمية فى الوقت الحاضر مما له من علاقة وثيقة بزيادة 

لك  يا وذ حد يوم فرد الوا نه لل يات وضرورة توفير الكميات الكافية م فى عمل سى  ية دوره الأسا لأهم

 بإختلاف مصدره نباتى كان أو حيوانى.البناء الحيوية فى الجسم. وتختلف كمية البروتين 

خلاط" أو   بالطواحين "ال هرس  ية ال ها عمل يل من نة للتحل يز العي فة لتجه طرق مختل جد  تو

ناوب  صهار المت يد والإن سجة كالتجم يا الأن أجهزة التجنيس أو باستعمال طرق أخرى فى تفكيك خلا

 ."Ultrasonic Vibration"أو باستعمال مصادر إهتزازية معينة 

ستعمال   يتم با ما الاستخلاص ف يتم أ ما  يل العضوية بين فة أو المحال ية المخف يل الملح المحال

 "Electrophoresis"التأكد من درجة نقاوة البروتين المستخلص باستعمال طرق التفريد الكهربى 

خرى  طرق أ ضا  ناك أي يد. وه بولى اكريلام شوى والهلامى وال بأنواعها المختلفة منها الورقى والن

تستعمل فى تجزئة البروتين المستخلص وتحويله إلى خليط من الأحماض الأمينية حيث يمكن تقدير 

هذهه الأحمذاض بطذرق التحليذذل الكرومذاتوجرافى ومنهذا الذذورقى وكرومذاتوجرافى اللذاز  السذذائل 

 والتبادل الأيونى أو الطرق اللونية والميكروبيه.

 

 البروتينطرق تقدير 

 

 

طرق لا تعتمد على                                                        طرق تعتمد على   

 تقدير النيتروجين الكلى                                               النيتروجين )طرق لونيه(
 طريقة البيوريت -1طريقة دوماس                                                              -أ

 الطريقة اللونيه -2طريقة كلداهل                                                            -ب

 طريقة المحلول الفينولى -3طريقة التنشيط النيوترونى                                              -ج

 الطرق التعكيرية أو الترسيب -4                                                                                 

 طرق الارتباط بالأصباغ -5                                                                                 

 

 

 



 :Nitrogen determinationالطرق التى تعتمد على تقدير النيتروجين 

تروجين تعتمد ههه الطرق على تقدير كمية النيترو جين فى العينة وهى تفترض أن كمية الني

ههه 16متشابهه تقريبا وتبلغ حوالى فى البروتينات  %. أى أنه بعد معرفة كمية النيتروجين تضرب 

هو  عام و نى ال فى 16÷100) 6.25النتيجة فى المعامل البروتي بروتين  ية ال كى نحصل على كم ( ل

قط  العينة غير أن هناك من يفضل فى الوقت الحاضر تروجين ف ية الني ساس كم جة على أ شر النتي ن

بدلا من تقديمها كنسبة بروتين فى العينة بدعوة وجود اختلافات فى طرق تقدير كمياتها وكهلك تؤثر 

عض  يه وب ثل الأحماض النوو ية م ير البروتين بات غ ههه الكميات من النيتروجين بنيتروجين المرك

ثل السكريات والليبيدات النيتروجينية والمو ية م ية الحيوان فى المصادر البروتين جوده بصفة خاصة 

 اللحوم والبيض والسمك وكهلك الخمائر والحبوب والفاكهة والخضروات.

يؤثر على ولكن مقدار الخطأ  جدا ولا  يل  بر قل نى يعت ير البروتي تروجين غ من الني تأتى  الم

 النتيجة المقدمة كنسبة بروتين باللهاء.

 

 لنيتروجين:الطرق الشائعة لتقدير ا

 :Dumas Methodطريقة دوماس  -1

على أساس تحطيم )هضم(  1831تعتمد ههه الطريقة التى أوجدها دوماس فى فرنسا سنة 

حاس  سيد الن مع أك نة الممزوجة  من  Cupper Oxideالعي حرارة  م °750-700على درجة 

ياس ح كن ق شرة حيث يم حرره مبا غاز المت جمه والحصول على كمية النيتروجين فى صورة 

نايتروميتر  هاز  سطة ج لى Nitrometerبوا يرة ع طورات كث طرأت ت قد  حين ف لك ال نه ذ . وم

يث  حرر ح تروجين المت ية الني قدير كم قة ت كهلك طري نة و طيم العي فى تح ية  قة الحرار الطري

السريعة والتى يمكن لها أن  (GC)تستعمل فى الوقت الحاضر طريقة الكروماتوجرافى اللازى 

 روجين فيه خلال دقيقتين فقط.تقدر كمية النيت

 

 :Kjeldahl Methodطريقة كلداهل  -2

سنة  تروجين العضوى  1883تمكن الباحث جوهان كلداهل فى  قدير الني فى ت جاح  من الن

لى  لى أن وصلت إ حويرات إ عدة ت قة ب ههه الطري مرت  حين  لك ال نه ذ بروتين الحبوب وم فى 

 شكلها الحاضر.



ناء الهضم  4KMnOات البوتاسيوم ففى البداية استعمل كلداهل برمنجن سدة أث يات الأك لعمل

تائج  4SO2Hبدلا من حامض الذ  ير مرضية وأعطت ن ها غ ئه بأن مادة وجدت بعد ههه ال ير أن  غ

سنة متهبهبة.  فارث  1885وفى  بق أو  Wilfarthلاحظ ول سيد الزئ ساعد )أك مل الم ضافة العا إن إ

ط يك أع حامض الكبريت مع  ضم  لى دورق اله حاس( إ حول الن سرعة ت يث  من ح باهره  تائج  ى ن

وجذذد جننذذك  1889. وفذذى سذذنة 4SO2)4(NHالنيتذذروجين العضذذوى إلذذى كبريتذذات الأمونيذذوم 

Gunning  4أن إضافة كبريتات البوتاسيومSO2K  مزيج يان  ها درجة غل أعطت فائدة كبيرة برفع

فاعلات ا جاز الت مة لإن مدة اللاز صير ال لى تق تالى أدت إ يك وبال صة حامض الكبريت ية الخا لكيميائ

قة  ههه الطري لداهل بتحويل النيتروجين العضوى إلى أمونيا ومنه ذلك الحين يطلق على  ماكرو ك بال

 ولفارث جننك وقد أصبحت الطريقة واسعة الإنتشار فى أماكن متعددة من العالم.

نر  ناس واج جل بار مايكرو بر قة بال ههه الطري سمى  لداهل وت قة ك حوير لطري جد ت ما يو ك

(Micro Pergl Parnas Wagner Method)  صليرة نات ال عالج موضوع العي حور  هها الت و

قة  فى طري فس الأساس الموجود  مد على ن يل وهى تعت من حيث  Macro Methodالمعدة للتحل

نوع الجهاز  فى  لف  ها تخت إستعمال نفس الكيماويات وطريقة العمل واستعمال العامل المساعد ولكن

 ينات المستعملة والزمن اللازم لإنجاز العمل.المستعمل وفى أوزان الع

يك  حامض البور ستعمل  يه ي لداهل وف قة ك يز  Boric acidكما يوجد تحوير آخر لطري بترك

ملذذل فذذى دورق إسذذتقبال الأمونيذذا المقطذذرة حيذذث يذذتم تثبيذذت الأمونيذذا 50% وبمقذذدار حذذوالى 4

Ammoniem Borate ج ية ي ما عل حد  لى  طايره إ مادة مت ظة على دورق ولكون ههه ال ب المحاف

ية  لوم العيار حامض مع ستخدام  يات دورق الإستقبال با عاير محتو الإستقبال بحالة باردة. بعد ذلك ت

لهلك  حامض ضعيف و هو  حتى نقطة التعادل النهائية علما بأن حمض البوريك المتحد مع الأمونيا 

ما كثيرا على محتويات تركيز أيون الهيدروجين أثناء المعفهو لا يؤثر  يارى. أ ايرة مع الحامض الع

يارى  لى محلول ع عن فائدة هها التحوير هو أنها تستلرق وقتا أقل من الطريقة الإعتياديه وتحتاج إ

 واحد. تصلح طريقة كلداهل لتقدير النيتروجين العضوى فى كل من البروتين والأحماض الأمينية.

 

 تتمثل خطوات العمل بهذه الطريقة فى ثلاث مراحل:

 الهضم. عملية -1

 عملية التقطير. -2

 عملية المعايره والحساب. -3



 وفيما يلى شرح تفصيلى لههه المراحل الثلاثة:

 أولا عملية الهضم:

حامض  الفكرة الأساسية فى ههه العملية تفاعل كمية من المواد المراد تقدير البروتين فيها ب

سيد الكبريتيك المركز الساخن فى دورق ه ثانى أك لى  ية إ مادة اللهائ بون ال حول كر لداهل فيت ضم ك

كربذذون وجذذزء مذذن الأيذذدروجين الذذداخل فذذى تركيبهذذا يتحذذول إلذذى مذذاء والجذذزء الأخذذر يتحذذد مذذع 

نه  ية الهضم مكو عن عمل ئد  يك المركز الزا حامض الكبريت حد ب تى تت يا وال النيتروجين مكونا أمون

ثانى  كبريتات أمونيوم. كما يجب أن نلاحظ أيضا لى  حل إ أن جزء من حامض الكبريتيك المركز ين

 أكسيد كبريت.

H2SO4                     H2O + SO2 + O 

لدورق  يات ا صير محتو تى ت يك المركز ح حامض الكبريت مع  سخين  تستمر فى عملية الت

يان  فع درجة غل سيوم صلب لر تات بوتا عديمة اللون. وتضاف عادة لمحتويات دورق الهضم كبري

عدن ا من م جدا  لمحلول حتى تقل المدة اللازمة لإنهاء عملية الهضم كما تضاف أيضا كمية صليرة 

 الزئبق أو أكسيد الزئبق أو كبريتات النحاس كعامل مساعد لإسراع عملسة الهضم.

سيد  ثانى أك هى  ساعد و ملاحظة: يستخدم الأن مادة واحدة تعمل على رفع الحرارة وكهلك كعامل م

تروجين لل السلينيوم. تأكد من خلو جميع المواد الكيميائية المستعملة فى عملية الهضم من عنصر الني

ية  مادة البروتين نة ال من عي بدلا  سكر القصب  تجرى تجربة هضم باستخدام وزنة مماثلة للعينة من 

ههه  طرح  قدير ت عد الت تروجين ب من الني ية  ها أى كم وتعامل نفس معاملة العينة الأصلية فإن وجد ب

 كمية من كمية النيتروجين فى العينة.ال

 تمثيل ما يحدث فى دورق الهضم بالمعادلات الآتية:يمكن  •

Protein + H2SO4      
370-410°C           SO2 + NH4

+ + CO2 + H2O 

NH4
+ + H2SO4                               (NH4)2SO4 

 

 ثانيا عملية التقطير:

 تقطير بالمعادلات الآتية:يمكن تمثيل ما يحدث فى عملية ال

(NH4)2SO4 + 2NaOH                          2NH4OH + Na2SO4 

              NH4OH                                  NH3 + H2O 

 

 



 

 ثالثا عملية المعايرة والحساب:

ط معلوم التركيز بالضب 4SO2Hإذا كان المحلول المستخدم فى استقبال الأمونيا هو حامض  •

لهى  NaOHيستخدم فى ههه الحالة محلول معلوم العيارية من  يادة ا فى تقدير الحامض الز

 .M.O or M.Rلم يستهلك فى التفاعل وذلك فى وجود دليل 

لة  • ههه الحا فى  ستخدم  يك ي إذا كان المحلول المستخدم فى استقبال الأمونيا هو حمض البور

حامض  لول  عايرة الأ 4SO2Hمح فى م يز  لوم الترك هو مع خاص  يل  جود دل فى و يا  مون

Bromocresol green and Methyl Red. 

 

 طريقة الحساب:

 فى استقبال الأمونيا: 4SO2Hأولا فى حالة استخدام حامض 

 نفرض أن

 مل10=  ع المستهلك فى معايرة الحمض الزيادةNaOH 0.01حجم 

 ع(0.01مل )25=  الكلى 4SO2Hحجم 

 مل100=  جرام من العينة0.1حجم ناتج الهضم 

 مل10استخدم منها فى التقطير 

 الزيادة 4SO2Hالكلية = عدد مكافئات الأمونيا + عدد مكافئات  4SO2Hعدد مكافئات 

  NaOHالكلية = عدد مكافئات الأمونيا + عدد مكافئات  4SO2Hعدد مكافئات 

 NaOHمكافئات  –الكلية  4SO2Hعدد مكافئات الأمونيا = مكافئات 

 العياريه للقلوى× الحجم باللتر  –العياريه للحمض × = الحجم باللتر                           

                           =0.025  ×0.01 – 0.01  ×0.01 

                           =0.00025 – 0.0001 

 مل ناتج هضم10مكافئ   0.00015=                           

 مكافئ0.0015=  10×  0.00015مل ناتج هضم = 100عدد مكافئات الأمونيا   

 الوزن المكافئ للنيتروجين× وزن النيتروجين فى ناتج الهضم = مكافئات الأمونيا 

                                        =0.0015  ×14 

 جرام0.021=                                        

 فى حالة البروتين الحيوانى 6.25× وجين وزن البروتين فى العينة = وزن النيتر



 فى حالة البروتين النباتى 5.75× = وزن النيتروجين                              

 100× % للبروتين = )وزن البروتين  وزن العينة( 

 

 ثانيا فى حالة استخدام حامض البوريك فى استقبال الأمونيا:

 نفرض أن

 مل5مل ناتج هضم = 10فى معايرة ناتج تقطير ع المستخدم 4SO2H 0.01حجم حمض 

 مل100جرام = 0.1كان ناتج هضم 

 4SO2Hعدد مكافئات الأمونيا = عدد مكافئات 

                           =5  ×0.01 

 مل ناتج هضم10مكافئ  0.05=                           

 مكافئ0.5=  10×  0.05مل ناتج هضم = 100عدد مكافئات النيتروجين   

 الوزن المكافئ للنيتروجين× وزن النيتروجين فى ناتج الهضم أو العينة = عدد مكافئات النيتروجين 

 ملجم7=  14×  0.5=                                                  

 ملجم 43.75=  6.25×  7وزن البروتين فى العينة = 

 100× %للبروتين = )وزن البروتين  وزن العينة( 

              ( =43.75  100 × )100  =43.75% 

 

نذكر  Standardعلى الرغم من أن طريقة كلداهل تعتبر طريقة قياسية  يوب  عض الع ها ب ولكن ل

 منها:

( فيه خطأ قد يكون كبيرا فى بعض 6.25× إن حساب البروتين على أنه )كمية النيتروجين  -1

يتروجينيذذة غيذذر بروتينيذذة مثذذل الأمونيذذا الأحيذذان فذذالمواد اللهائيذذة تحتذذوى علذذى مذذواد ن

لى  توى ع تى تح ية ال ماض الأمين بروتين 80والأح قدير ال تل ت قد يخ هها ف تروجين وب % ني

 بطريقة كلداهل نتيجة إحتواء المواد اللهائية على مثل ههه المواد.

لى  -2 توى ع نات لا تح نواع 16البروتي فى أ يرا  فا كب سب إختلا لف الن بل تخت تروجين  % ني

 ينات.البروت

 %16.67فالبروتينات الحيوانية تحتوى على حوالى 

 %15والكازين فى حدود 

 %18.7 -16.4البروتينات النباتية تحتوى على 



من  سب  لف الن كازين تخت فى ال تروجين ف سبة الني  -14.7حتى فى البروتين الواحد تختلف ن

 % على حسب تصحيح التقدير بالنسبة للرطوبة والرماد.16.04

قدي -3 ترى ت سن يع يار أح ها اخت ية أهم صعوبات جوهر عدة  لداهل  قة ك تروجين بطري ر الني

فى  لى خطأ  تؤدى إ العوامل المساعدة بأقل النسب وكهلك تحديد أنسب مده للهضم بحيث لا 

 التقدير.

 

 :Neutron Activationطريقة التنشيط النيترونى  -3

فى  تروجين  قدير الني فى ت جدا  سريعة  ها  قة بأن ستلرق تمتاز ههه الطري قد ت نة و حوالى خمس العي

فه  ستعملة مكل جدا إلا أن الأجهزه الم قة  بر دقي نى وتعت دقائق لعمل ذلك وهى تعمل بالتنشيط النيترو

 جدا.

 

 طرق تحليلية أخرى:* 

تى  يرات ال مد على التل فى الأساس تعت نات وهى  قدير البروتي هناك طرق أخرى تستعمل فى ت

 ليل عند ذوبان البروتين فيها ومن ههه الصفات.تحدث لبعض الصفات الفزيائية للمحا

 الكثافة النوعية. -1

 معامل الإنكسار. -2

 اللزوجة. -3

 الشد )التوتر( السطحى. -4

 إمتصاص الإشعاع الهرى. -5

 .Polarizationالتوصيل الكهربى وبالتالى الإستقطاب  -6



 الطرق الأساسية فى كيمياء الأحماض النووية

Basic Methods in Chemistry of Nucleic Acids 

 مقدمة:

قة  طرق المتعل أدى التقدم العلمى الكبير فى السنوات الأخيرة إلى ابتكار وتطوير كثير من ال

نات ب ية والبروتي نات النوو ية والبروتي مة.بالجزيئات الحيوية الكبيرة مثل الأحماض النوو  صفة عا

ستلزم  ية وي ئات الحيو قة بالجزي كما تطلب ذلك أن تكون هناك معامل متخصصة فى الأبحاث المتعل

صة  هزه خا يزات وأدوات وأج جود تجه مر و مى وفالأ حث العل من الب نوع  هها ال سوف ب لى  ما ي ي

، ويمكن Molecular Biologyوالأدوات التى يجب توفرها فى معمل ال نوضح أهم ههه الأجهزة

 والأدوات إلى قسمين: جهزةقسيم الأت

 

 أولا: التجهيزات العامة

 :Safetyتجهيزات الأمان والحماية  -1

 لهها اللرض يجب توفر ما يلى:

 التهوية الجيدة.  -أ

 حجرة غازات مزودة بشفاطات حيث أن كثير من المهيبات تعطى أبخرة سامة. -ب

يدى -ج ية الأ ستيك لحما فازات البلا من الق ير  لثلج  عدد كب جارب أو ا نات الت ناول حيوا ند ت ع

مواد  مهيبات وال يات وال مع الكيماو مل  ند التعا ضا ع الجاف أو الصوف الزجاجى...إلخ وأي

 المشعة وبشكل عام يجب أن تتناسب طريقة الوقاية مع درجة ونوع الخطر المتوقع.

 لأخرى.أنابيب إطفاء الحرائق وأنابيب أكسجين وغيرها من التجهيزات الهامة ا  -د

 :Waterالماء  -2

من  نوع  هها ال قاوة ل من الن ية  من المهم جدا توفر الماء المقطر الخالى من الأيونات على درجة عال

كون  جال ي هها الم فى  حث  شاكل الب من م ير  البحث، ولا يجب التهاون فى تلك الجزئية حيث أن كث

 مصدرها عدم نقاوة الماء.

 :Incubatorsالحضانات  -3

  وظيفتها:

 تحقيق بيئة مناسبة من حيث الحرارة والرطوبة.....إلخ. أ( )

عدى أن  قد لا تت حدد. و لزمن م ية  فاعلات الإنزيم صة الت )ب( تحفظ بها المواد أثناء التفاعل خا

كون تكون  نة أو أن ت حرارة معي ساخن على درجة  مائى  ههه الحضانات عبارة عن حمام 



طورت على درجات حرار عبارة عن حمام ثلج إذا كان التحضين المطلوب قد ت ة التبريد، و

ها  ههه الأجهزة لتصبح أفران جافة أو رطبة أو تحت تفريغ، كما أن بعض المعاهد العلمية ب

تزود  ما  بالكمبيوتر، ك ها  لتحكم في يتم ا مة و ظروف الملائ يع ال ئت بجم صة هي حجرات خا

 رج إذا لزم الأمر.بأجهزة بعض ههه الحضانات 

 :Cell growth equipmentsلايا تجهيزات إنماء الخ -4

هى عبارة عن حضانات خاصة تضمن حماية الخلايا النامية أو التفاعلات الإنزيمية من التلوث 

ية أثناء التجربة، وقد يلزم أن تزود ههه الحضانات ب مزارع البكتير يك ال ئرى لتحر جهاز رج دا

 أثناء النمو.

 :Sterilizationالتعقيم  -5

 بعض الأجهزة والأدوات منها:ويستخدم لهها اللرض 

ئات   -أ سة الجزي طرق درا الأتوكلاف: لتطهير المحاليل والأدوات وغيرها قبل استخدامها فى 

 الحيوية.

 المرشحات لتنقية المحاليل. -ب

سجيةتجهيزات تستخدم فى عمليات  -ج فوق بنف شعة  كحول  – UVالتطهير والتعقيم ) مصدر أ

 لهب بوتاجاز(. -% 70إيثانول 

 :Centrifugesأجهزة الطرد المركزى  -6

من  لرض  سب ال قد ح ير ومع هو كب ما  سيط و صلير وب هو  ما  هزة  ههه الأج من  جد  يو

 الدراسة ومنها:

 جهاز صلير محدود السرعة. -أ

 جهاز صلير مزود بإمكانية التبريد واستخدام أنابيب أكبر حجما. -ب

 ختلفة الأحجام.جهاز مزود بنظام تبريد وإمكانية استخدام أنابيب م -ج

 وهو يجمع بين مميزات عديدة منها: Ultracentrifugeجهاز  -د

 لفة دقيقة. 80.000السرعات العالية جدا بحيث تصل إلى  •

 إمكانية التبريد أثناء الفصل. •

 الدوران تحت تفريغ. •

 تستخدم أنابيب ذات أحجام مختلفة. •

 متحركة(. –رأسية  –ة مائل –ذات أحجام مختلفة وزوايا ) ثابتة  Rotorsيوجد لها  •



 :Refrigerationالتبريد  -7

 ويدخل تحت هها البند من التجهيزات ما يلى: •

 (.م°4ثلاجة عادية )  •

 م( وهها قد يكون جزء من الثلاجة العادية.°20-فريزر ) •

 م( أيضا مطلوب فى بعض الحالات.°70-فريزر ) •

ت ولإجذذراء الطذذرد م( لإتمذذام التفذذاعلا°4بعذذض معاهذذد البحذذوث تحتذذوى حجذذرة مبذذردة ) •

 المركزى لمدة طويلة بداخلها.

مواد الأخرى ال • سائل من ال تروجين ال يد ) الني يات التبر فى عمل مة  جاف  –لاز لثلج ال  –ا

 الثلج المجروش(.

 :Plastic wareأوعية بلاستيك  -8

 ومن أمثلة ههه المواد البلاستيكية:

 ملل للعينات الدقيقة.1.5أنابيب صليرة سعة  •

يب ذات  • فة أناب سعات مختل ية وذات  فى 40، 25، 15، 10أغط ستخدم  ما ت عادة  لل. ) م

 المزارع الخلوية(.

 أنابيب مختلفة الأحجام تستخدم للطرد المركزى عالى السرعة. •

 دوارق بأحجام مختلفة. •

 أطباق للمزارع الخلوية. •

 سحاحات وماصات بلاستيك. •

 :Glass wareأوعية زجاجية  -9

 ا يلى:ومن الأمثلة الشائعة لهلك م

 لتر( للمزارع الخلوية.4 -1دوارق كبيرة )  •

 زجاجات ذات أحجام مختلفة للمحاليل. •

 ملل( تستخدم فى التفاعلات والطرد المركزى.30أنابيب زجاجية ذات جدار سميك ) •

 –مخذذابير مدرجذذة  –كاسذذات  –الأدوات العاديذذة الشذذائعة ف المعامذذل مثذذل )دوارق  •

 ......إلخ(. -سحاحات  -ماصات

جب أن تلسل  RNAأو  DNAأن جميع الزجاجيات التى تستعمل فى عينات  يلاحظ ي

 جيدا بالحامض المركز والماء وتعقم قبل الأستعمال.



 :Light measurementأجهزة القياس الضوئى  -10

هاز  -أ طرق  (UV – Visible spectrophotometer)ج من ال ير  فى كث عادة  ستخدم  ي

 والتفاعلات اللونية.

 و يستعمل فى رؤية نواتج التفاعلات على الجيل أو الورق وغيرها.وه UVمصدر ضوء  -ب

 التجهيزات المعملية الشائعة الأخرى ومنها: -11

• pH meter.جهاز قياس حموضة المحاليل المنظمة : 

• Hot plat.سخان مائى :  

• Stirrer.جهاز تقليب أفقى ملناطيسى : 

• Vortex mixer.جهاز تقليب أنابيب رأسى : 

• Balancesازين إلكترونية.: مو 

• Shaker.جهاز رج أفقى ودائرى : 

 مضخة تفريغ. –مجففات  –ماصات  –ساعات معملية  •

 نيتروجين(. –ثانى أكسيد الكربون  –أكسجين  –) هواء مصادر غازات  •

 

 Molecular Biologyـ ثانيا: التجهيزات الخاصة بدراسة ال

 :Photographyالتصوير  -1

 مليات تصوير لتسجيل النتائج، ولهلك يكون من المفيد توفير:كثير من الدراسات يلزم لها ع

شعة  -أ تأثير أ حت  ضاءة ت جال إ فى م ناء وجوده  يل أث يد لتصوير الج نوع البولارو كاميرا من 

UV. 

 كاميرات أخرى عادية. -ب

 أفلام شرائح موجبة وأخرى سالبة. -ج

 صندوق إضاءة لتصوير الجيل من فوقه. -د

 ويشمل: Electrophoresis systemنظام فصل كهربائى  -2

 وحدات إمداد بالطاقة الكهربية مختلفة القوة. •

مدة أو ال • ظام الأع ها ن بى ومن صل الكهر حدات الف سية أو  Slabsو كون رأ قد ت يرة  والأخ

 أفقية.

 حمام مائى مزود بثرموستات ومضخة لتبريد الجيل. •

 أحواض بلاستيك وزجاج لصبغ وغسيل الجيل. •

 ن تحميل العينات على الجيل.لتحديد أماك Combsأمشاط  •

• Spacers .مختلفة السمك، كلبسات ...... إلخ 



 :Dishes and Pansأطباق وأحواض  -3

جراء  خزين وإ فظ وت فى ح ستعمل  ستيك ت حواض والبلا باق والأ من الأط فة  جام مختل أح

 التفاعلات وصبغ وغسيل الجيل وغيرها.

 مثل: Special equipmentsتجهيزات خاصة  -4

 ذات الأحجام المختلفة والإبر الخاصة بها. السرنجات •

 سرنجات ميكرومترية للاستخدام مع الأحجام الصليرة. •

 ماصات أوتوماتيكية لنقل الأحجام الصليرة جدا من العينات وأيضا لنقل المواد المشعة. •

 مجفف للجيل يستخدم لتجفيف العينات الحساسة للحرارة دون رفع الحرارة كثيرا. •

 :Homemade equipmentsة تجهيزات محلي -5

ندما  سه ع يزات والأدوات بنف عض التجه يه ب صميم وتنف حث بت قد يستلزم الأمر أن يقوم البا

 .يراها ضرورية لعمله ولا تكون متوفرة تجاريا

 

 الطرد المركزى فائق السرعة

Ultra-Centrifugation 

ية ب ئات الحيو طرق تميزت الفترة الأخيرة التى مر بها علم كيمياء الجزي فى  سريع  قدم ال الت

البحذذث ووسذذائله، ولكذذن قذذد يجذذد بعذذض البذذاحثين صذذعوبة مذذا فذذى اسذذتعمال الأجهذذزة العلميذذة ذات 

ئات  شخيص الجزي جال فصل وت فى م هو  ما  لك  التكنولوجيا المتطورة. ومن أوضح الأمثلة على ذ

بواسذذذذطة عمليذذذات الطذذذرد المركذذذذزى عذذذالى السذذذذرعة  (Biopolymers)الحيويذذذة الكبيذذذرة 

(Ultracentrifugation). 

تيح  يدا، ت ثر تعق صبحت أك وقد تقدمت ههه الأجهزة تقدما كبيرا فى السنوات الأخيرة حيث أ

من  سع  ستخدام وا صوى  Rotorsا سرعة الق عدل ال ما زاد م فة، ك طار المختل جام والأق ذات الأح

Maximum rotation speed وزاد أيضا مستوى التحميل لكل من الRotors .والأنابيب 

ها و ضرارا أقل من المهم أن ندرك أن التعامل مع مثل ههه الأجهزة دون دراية كفاية يسبب أ

فى الماضى  لثمن، و باهظ ا عا  هو طب سه و لى تحطيم الجهاز نف ضياع العينة أما أكبرها فقد يصل إ

فى  كن  سيطة، ول حدودة وب بالطرد المركزى م صلها  يتم ف تى  فة ال فة المختل مواد ذات الكثا نت ال كا

مذواد أخذرى مثذذل جزيئذات الأحمذاض النوويذة وأمكذذن وات الأخيذرة دخلذت إلذى هذذها المجذال السذن

الحصول على نتائج عالية الجودة فى فصل ههه المواد والتعرف عليها بناءا على اختلاف كثافتها أو 

 عن طريق التحكم فى ظروف عملية الطرد المركزى نفسها.



  Ultracentrifugeـ جهاز ال

 ة المتقدمة:مميزات الأجهز

 تتميز الأجهزة الحديثة من أجهزة الطرد المركزى عالى السرعة بعدد من المميزات أهمها:

 لفة دقيقة. 80000 – 70000يعطى سرعات دوران عالية جدا تصل إلى  -1

 متعددة على نفس المحور تتسع لأعداد مختلفة من الأنابيب. Rotorsتعطى إمكانية إستعمال  -2

ر زاوية وضع الأنابيب أثناء الدوران كأن يصبح وضعها أفقى تماما تتيح تليي Rotorsوجود  -3

 مما يعطى فصلا مستويا لمكونات المحلول.

إتاحة إمكانية التحكم فى درجات الحرارة أثناء الطرد المركزى نظرا لاحتوائها على نظام  -4

 تبريد.

 تحتوى على نظام لتفريغ الهواء أثناء الدوران داخل الكابينة. -5

 اجب اختبارها عند كل عملية طرد مركزى:النقاط الو

ل ثل ا لثمن م  Ultracentrifugeذ بشكل عام أن يكون لكل جهاز من الأجهزة الهامة غالية ا

قائم  سم ال لدوران وسرعته وا مدة ا يات و نوع العمل يد و دفتر خاص تسجل فيه حركة الجهاز ومواع

 ت الصيانة الدورية اللازمة.بالعملية فى كل مرة، حتى يمكن متابعة الجهاز وإجراء عمليا

 إضافة إلى ذلك فيجب قبل كل عملية أن يتم اختبار كل مما يأتى:

 مستوى الزيت: -1

فى  يت  يه الز كون عل يوجد مستودعات للزيت ويوجد دليل خاص المستوى الهى يجب أن ي

 المستودعات فإن لوحظ نقص مستوى الزيت فيجب إضافة كمية من الزيت قبل بدأ التشليل.

طويلذذة فيكذذون مذذن الواجذذب ملذذئ مومذذا فذذى حالذذة الرغبذذة فذذى تشذذليل الجهذذاز لمذذدة وع

عد  شليل. وب ترة الت ناء ف المستودعات بالزيت بحيث تحتوى على رصيد كاف لتعويض ما يستهلك أث

 إضافة الزيت يجب التأكد أن فوهة المستودع مللقة بإحكام بواسطة اللطاء الخاص بها.

 نظام الإمداد بالماء: -2

اختبذذار توصذذيلة المذذاء إلذذى الجهذذاز والتأكذذد أن المذذاء يصذذل للجهذذاز، كمذذا يجذذب أن  يجذذب

ما يستخرج مرشح الماء الداخل  للجهاز وتنظيفه كل فتره حتى لا يتأثر معدل سريان الماء بالجهاز م

 يؤثر على كفائة تشليله.

حيح وهنا على المحور فى المكان الص Rotorذ وصحة استقرار ال Rotorـ فحص كابينة ال -3

 يجب التأكد من الآتى:

 التأكد من سلامة ونظافة لمبة التحهير من السرعة الزائدة. -أ



 إذا وجد ماء متكثف على جدار الكابينة يجب أن يجفف بفوطة نظيفة. -ب

 جافا، وإذا لم يكن كهلك يجفف بفوطة نظيفة. Rotorذ يجب أن يكون سطح ال -ج

 التأكد من مصدر التيار الكهربى. -4

 عملية الطرد المركزى:إجراء 

عى  -1 نا يرا صة بالجهاز وه يب الخا فى الأناب توضع العينات المراد إجراء الطرد المركزى لها 

ل جزاء ا يع أ فى جم توازن  ثم  Rotorذ تساوى الحجوم المستعملة فى كل أنبوبة حتى تضمن ال

 تلطى الأنابيب بإحكام.

لتوزع الأنابيب على الأماكن  -2 فى ا لهلك  من  Rotorذ المخصصة  قل  نات أ عدد العي كان  وإذا 

ما إذا  الأماكن فيراعى توزيعها بحيث يتقابل كل زوج منها فى الوضع إذا كان عددها زوجى أ

فى ال توازن  يق ال ماء لتحق من ال  Rotorكان عددها فرديا فتضاف أنبوبة تحتوى نفس الحجم 

 أثناء الدوران.

 بعد وضع أنابيب العينات. Rotorذ يحكم غطاء ال -3

لك يللق  -4 لة على ذ بة الدا يق اللم عن طر ئة  مل بكفا باب الكابينة ويتم التأكد أن نظام التفريغ يع

 حيث لا يجب أن يبقى الهواء الجوى داخل كابينة الجهاز أثناء الدوران.

لك الدرجة  -5 لى ت شير إ من أن الترمومتر ي يضبط منظم الحرارة على الدرجة المطلوبة والتأكد 

 عادى.وأن الثرموستات يعمل بشكل 

عادة بناءا على حجم العينة المستعمل بالاستعانة عدد اللفات دقيقة( يتم تحديد سرعة الدوران ) -6

للتعبير عن  xgبجداول وعلامات بيانية خاصة، حيث نلاحظ فى كثير من الطرق أنها تستخدم 

 لفة دقيقة. 1200لاتعنى  1200xgالسرعة فمثلا 

كن تحو نة ويم ير حسب حجم العي ها تتل صة  xgيل ولكن جداول الخا من ال قة  لى لفة دقي إ

 بهلك.

 على الزمن المطلوب لعملية الطرد المركزى. Timerتضبط ساعة الجهاز  -7

حد يبدأ تشليل الجهاز بعد ضبط معدل السرعة المطلوب  -8 لى  تدريجيا إ وسوف يصل الجهاز 

من أن ال لة على السرعة المطلوبة، ثم يثبت عليها أوتوماتيكيا ويجب باستمرار التأكد  بة الدا لم

 أن السرعة عادية مضاءة.

بدء  -9 ساعة ل شليل ال ضلط زر ت لوب ي قة المط عدد اللفات دقي لى  سرعة إ عداد ال شير  ندما ي ع

ل فى أجهزة ا عن  Ultracentrifugeذ حساب الزمن المحدد من قبل ويلاحظ  قل الوقت  ألا ي

 دقيقة.30



 إنهاء العملية: -10

بعد انتهاء الزمن المحدد، وهنا يجب الانتظار يلاحظ أن الجهاز سوف يفصل أوتوماتيكيا  -أ

ل قف ا تى يتو لى  Rotorذ ح لة ع بة الدا فاء اللم لك بانط عل ذ ستدل  ما وي  Speed)تما

normal). 

يد  -ب ظام التبر من ن كل  خاص ب لزر ال كن ضلط ا لى الوضع هنا يم يغ إ ظام التفر ، offون

 فتمتلئ الكابينة مرة ثانية بالهواء.

شرة  Rotorينزع اليفتح باب الكابينة و  -ج من مكانه، ومن المستحسن إعادة غلق الباب مبا

للمحافظة على درجة البرودة للعملية التالية، وأيضا لإعادة تنشيط مضخة التفريغ كما أن 

ترك  عدم  جب  ما ي نة وعمو ذلك يساعد على منع تكثيف الماء على الجدار الداخلى للكابي

ية  لة لحما مدة طوي حا ل نة مفتو فاف باب الكابي من الج باب  حيط بال تى ت طاط ال قة الم حل

قت  من و والتشقق مما يعيق كفائة الللق ويعيق كفائة التفريغ ويجب تنظيف هها المطاط 

 لآخر بواسطة الكحول.

وتستخرج الأنابيب وتوضع على حامل رأسى وبهلك تنتهى عملية  Rotorذ يفك غطاء ال  -د

 الطرد المركزى ويمكن البدء فى عملية جديدة.

 

 Buoyant Density of particlesالكثافة التعويمية للجزيئات 

فة  به لكى نفهم المقصود بهها التعبير يجب أن نعرف أن كثا قط على تركي مد ف جزئ لاتعت ال

طة  Hydrationالكيميائى وبنائه الفراغى، ولكنها أيضا تعتمد على خاصية الذ  أو كمية الماء المرتب

ماء هها ال حرك  يث يت مؤثرة  بالجزئ، ح ته ال من كثاف لل  ما يق جزئ م مع ال مرتبط   Effectiveال

density  على تركيز الأيونات والجزيئات فى عملية الطرد المركزى، وتتوقف كمية الماء المرتبط

عض  ترتبط ب قد  خرى  ية أ من ناح الأخرى المحبة للماء فى البيئة وهى التى تقوم بربط الماء إليها و

 زئ الكبير فتزيد من كثافته.الأيونات أو الجزيئات بالج

 وعلى ذلك فإن الكثافة المؤثرة للجزئ تتأثر بكل من:

 الطبيعة الكيميائية للجزئ ) تركيبه الكيماوى والبنائى(. -1

 البيئة ) الجزيئات والأيونات المحبة للماء(.تركيز المواد الهائبة فى  -2

عين هو تعبير يستعمل لوصف كثاف Buoyant densityلهلك فإن الاصطلاح  جزئ الم ة ال

لول أى  سب والمح حالتى الرا ندها  قى ع تى تلت فى بيئة معينة، وعادة تكون ههه الحالة فى اللحظة ال

 هى اللحظة التى يتوقف عندها ترسيب جزيئات المادة فى وسط معين.



لهكر أن الذذ  ما هذو با ئات ذات الطبيعذة الكيميائيذة  Buoyant densityوم لذبعض الجزي

لذ الخاصة تختلف إختلا جد أن ا لهلك ن  Buoyant densityفا جوهريا من بيئة إلى أخرى، وكمثال 

 فى: DNAللحمض النووى 

به   3جم سم 1.7فى محلول ملحى  3جم سم 1.1الماء  من تركي سوبة  ته المح كثاف

 .3جم سم 2الكيميائى 

بط  يق روا عن طر ترتبط  ماء  من ال ية من ذلك يتضح أن كمية لا بأس بها  هيدروجين

 فى المحلول المائى. DNAالذ مع جزئ 

 وعامل الحرارة هنا له تأثير واضح على كل من:

لذ  جة ا ئة، در جة البي ئة، لزو فة البي لذ  Hydrationكثا صية ا لى خا تالى ع  Buoyantوبال

density. 

 

  يفية تقديره:وك DNAاذا يتم على الـ م

من % 95% ثم كحول 75ويلسل مرتين بكحول إيثايل  DNAيؤخه راسب الذ  -1 ثم مخلوط 

 مرتين فى كل حالة ثم يلسل بعد ذلك بالإثير. 1:1كحول إيثايل وإثير بنسبة 

 ملحوظة:

حوض أو  فى ال سكبه  من  حهر  لهلك ي شتعال و بل للا ضوى قا مهيب ع عن  بارة  ير ع الإث

نه لتخلص م مل ل مل بالمع لى عا سلم إ ناء وي فى إ نه يجمع  مل ولك به على أرضية المع قاء   الإل

 بطريقة سليمة.

 سم وينقل إليها الراسب الجاف هوائيا. 1 -0.5يجفف الراسب هوائيا وتعد أنبوبة قطرها  -2

يك  -3 حهر 57يندى الراسب بواسطة محلول حمض بيركلور ية ب ههه العمل تتم  جب أن  % وي

عة  حدث فرق جدار حتى لا ت لى ال من ع يك  جف البيركلور تى ت شديد جدا وتترك الأنبوبة ح

 أثناء قفلها.

لذ  -4 حول ا يك فيت فى البيركلور سب  يتم هضم الرا نزين و  DNAيتم قفل الأنبوبة على لهب ب

 إلى القواعد الأزوتية المكونة له.

من  -5 تين  طة أو نقط لى المحتوى نق بعد ذلك يتم نشر الأنبوبة بواسطة مشرط حقن ويضاف إ

 الأنبوبة. الماء المقطر مع خلط الناتج جيدا بالماء المقطر ثم يؤخه الجزء الرائق من

شريحة  Spotsيتم عمل  -6 ماتوجرافى أو  قة كرو ئق على ور جزء الرا محملا  TLCمن ال

 عليها سليلوز أو مثيل سليلوز ونجرى تفريد فى محلول مكون من



O2HCl : Isopropanol : H 

35 : 175 : 5 

وهو عبارة عن لمبة  Chem-microscopيتم الكشف عن كل قاعدة أزوتية بواسطة جهاز  -7

UV ة بإظهار القواعد الأزوتية.خاص 

 ملحوظة:

 UVبدون أرتداء نظارة بيضاء تحمى العين من تأثير الذ  UVيحهر من النظر فى أشعة الذ 

 الضاره.

حده  -8 لى  ساحة ع كل م طع  يتم ق ثم  صاص  بالقلم الر ية  عدة أزوت كل قا ضع  يد مو يتم تحد

 ووضعها فى أنبوبة اختبار نظيفة.

 ع. HCl 0.1من  يضاف لجميع الأنابيب حجم معلوم -9

عدة  5-3دقيقة ثم يؤخه المحلول الرائق ) 15تترك الأنابيب لمدة  -10 كل قا قراءة  يتم  لى( و مل

 عند الطول الموجى المناسب لها.

 يتم حساب النسبة المولارية لكل قاعدة على حده. -11

 

 ماهى أهمية استخدام حامض البيركلوريك والهيدروكلوريك:

قوم بكسر يعتبر حامض البيركلوريك والهيدرو -1 كلوريك من المؤكسدات المتخصصة حيث ي

 رابطة الإستر وذلك فى الخطوة الأولى.

لذ  -2 طة ا لذ  N-glucoside linkageفى الخطوة الثانية يقوم بكسر راب خرج ا  Baseحيث ت

وتكسذر وحذدة السذكر إلذذى الفورمالدهيذد ونذاتج الكحذذول الأول وحذامض الفورميذك ونذذاتج 

 مى أسيتال.الكحول الثانوى ومجموعة الهي

 

  Base compositionأهمية كسر الرابطة الجليكوسيدية فى دراسة التركيب القاعدى 

 تلعب دور كبير فى إثبات التركيب الكيميائى للأحماض النووية. -1

 تستعمل حديثا فى تحديد التركيب النيوكليوتيدى للأحماض النووية. -2

 ة.تستعمل حديثا فى دراسة التركيب الأولى للأحماض النووي -3

 بيورين(. –تفيد فى التعرف على نوع القواعد الأزوتية )بيرميدين  -4

من  -5 سبة   A, Tتفيد فى معرفة النشوء والتطور حيث وجد أن النباتات الأولية تحتوى على ن

 بينما النباتات الراقية أو الأكثر تطورا عكس ذلك. DNAفى الذ  G, Cأقل من 



كثذذر حساسذذية وبالتذذالى يمكذذن فصذذل          أ RNAبتحليذذل القواعذذد فذذى الوسذذط القلذذوى يكذذون  -6

 فى خليط منهما. DNAعن الذ  RNAالذ 

 

 ميكانيكية كسر الرابطة الجليكوسيدية فى الأحماض النووية بواسطة الأحماض:

 يوجد عدد كبير من الأحماض يمكن استخدامها لهها اللرض ومنها ما هو: 

 HClO4SO2HCL, HBr, H ,4معدنى مثل:  -أ

 COOH, HCOOH3COOH, CH3CClعضوى مثل:  -ب

 ويعتبر حامض البيركلوريك هو أفضل ههه الأحماض حيث لا يحدث أى تليرات فى

ية على  مع الأحماض المعدن الوسط عند استخدامه. وفى ههه الطريقة يتم تسخين الأحماض النووية 

 ية.ساعات فتكسر الرابطة الجليكوسيدية وتنفصل القواعد الأزوت 4-1م ولمدة ° 125-100درجة 

من  ضاحها  فيمكن إي ظروف  ههه ال حت  حدوثها ت أما عن ميكانيكية الأحتمالات التى يمكن 

 المعادلات الموضحة التالية:

 ويلاحظ أن:

فى الوسط الحامضى  طة  فى كسر الراب كسر الرابطة بالأحماض عملية سهلة وأنه لا يوجد اختيار 

 بل أنه يتم كسر جميع الروابط للتعرف على النواتج من القواعد الأزوتية.

 

 فى الأحماض: DNAعن الـ  RNAثبات الـ 

ه سيدية بالأحماض  طة الجليكو ية كسر الراب ية من أكثر النظريات قبولا فى عمل ى ميكانيك

لذ  قة ا فى حل سجين  تون الأك كوين برو قال  Furanoseت يق انت عن طر قة  فتح الحل ها  يث يعقب ح

 الإلكترون خلالها.

 تعمل على: RNAفى حالة الـ  Riboseفى سكر الـ  C2على الـ  OHووجود مجموعة الـ 

 .Inductive effectصعوبة تكوين بروتون الأكسجين نظرا لأن لها  -1

 لمركبات الوسطية نظرا لإعاقة حركة الإلكترونات خلال الحلقة.زيادة ثبات ا -2

 عن  C2على الذ  OHالهى يحتوى مجموعة الذ  RNAوهها يفسر الأساس الكيماوى لثبات الذ 

 باستخدام الأحماض. C2الهى لا يحتوى على ههه المجموعة على الذ  DNAالذ 



 بقدر الإمكان طبيعيا: DNAكيفية الحصول على الـ 

ير يتض فى صورة غ ية  ح من خطوات الطريقة السابقة أنه يمكن بها فصل الأحماض النوو

 درجة الحرارة(. –مرتفع  pH) Denaturatedطبيعية 

 بقدر الإمكان طبيعيا يمكن استخدام الطريقة التالية: DNAولكى يمكن الحصول على الذ 

فى يؤخه النسيج الحيوى وتتم عليه عمليات نزع الدهن وذلك بمزج الن -1 سيج الحيوى أو نقعه 

 الإثير وتكرر ههه العملية بالمزج أو النقع.

به  -2 خاص  ناء ال بأن الإ تاز  خلاط يم يتم تجفيف العينة هوائيا ثم تطحن بعد ذلك بضربها فى 

 الآزوت السائل.يتحمل درجات حرارة منخفضة حتى يتسنى طحن العينة فى 

 ملحوظة:

 للجلد أو سقوطه عليه.يخشى عند استخدام الآزوت السائل ملامسته 

 أهمية أو مميزات استخدام الآزوت السائل:

 يساعد على تكسير الجدر الخلوية. -أ

تتم خفض درجة الحرارة إلى ما دون درجة حرارة  -ب بهلك  ية و فى الخل فعل إنزيمات التحلل 

نزيم  ثل إ مات م توفر الآزوت  Nuclaseحماية الأحماض النووية من عمل الإنزي لم ي وإذا 

 ( حيث يتكون هها المحلول من:pH 8م طحن الأنسجة الحية فى محلول منظم )السائل يت

NaCl   0.15 

Sodium Citrate   0.015 

EDTA   0.0015 

(Ethylene Diamine Tetra Acetic acid) 

 ولكل مكون من هذه المكونات أهمية كبيرة عند فصل الأحماض النووية كما يلى:

 :NaClكلوريد الصوديوم  -1

 ذوبان نيكليوبروتين الكروماتين.على يساعد 

 ملح سترات الصوديوم: -2

 وكهلك تنظيمها. 8عند  pHيعمل على المحافظة على درجة الذ 

 :EDTAالذ  -3

يستفاد منها فى تثبيط الإنزيمات التى تنطلق عند تكسير الجدر الخلوية حيث يتم ذلك بإحدى 

 طريقتين:



فى  -أ لذ ارتباط المعادن بوحدات حامض الخليك  مل و EDTAا توفر العا تالى لا ي بال

 المساعد )الكاتيونات اللازمة لعمل الإنزيمات(.

تذذرتبط مجذذاميع الكربوكسذذيل لحمذذض الخليذذك مذذع بقايذذا الأحمذذاض الأمينيذذة مثذذل  -ب

Serine, Theronine  سيل عة هيدروك صورة مجمو فى  لة  يا  OHالمتمث أو بقا

Arginine  أو الذذذLysine  2فذذى مجموعذذةNH مينذذى وكذذهلك بقايذذا الحمذذض الأ

Cysteine  متمثلة فى مجموعةSH. 

ستمرار الطحن  -3 عد ا ضاف ب منظم ي ثانول بحيث  SDS 5%فى المحلول ال فى كحول الإي

نة  حين العي لوط ط فى مخ هائى  يز الن كون الترك ساعة، 1ي بع  مدة ر حن ل ستمر الط % وي

بوبر SDSويستفاد من  من اللي وتين فى أنه يفيد فى تكسير الجدر الخلوية وخاصة مكوناتها 

 والجليكوجين.

ظة  -4 مع المحاف قائق  مدة عشر د يب ل مع التقل سخين  يتم الت مائى و يوضع المخلوط فى حمام 

جدر  SDSم حيث يستفاد من ذلك فى زيادة فعل ° 60على درجة الحرارة عند  سير ال فى تك

 الخلوية.

لضذذبط تركيذذز كلوريذذد  5Mتبذذرد الآنيذذة )الكذذأس( ثذذم يضذذاف محلذذول كلوريذذد الصذذوديوم  -5

لى  1Mديوم فى المخلوط عند الصو صوديوم إ يد ال فع كلور ضافة أو ر من إ ستفاد   1Mوي

 فى المساعدة على انفصال الأحماض النووية من مركب النيكليوبروتين.

من  -6 فات  عدد ل ند  ساعة حيث  6-4يتم طرد مركزى للمخلوط ع بع  مدة ر قة ل ألاف لفة دقي

طرد المركزى  ية ال عد عمل كون ب خه ايت شح. يؤ سب ورا فى را فة أو  كأس نظي فى  شح  لرا

 .DNA, RNAدورق مخروطى نظيف حيث يحتوى الراشح على كل من 

صوديوم  -7 يد ال لول كلور يتم غسل الراسب والأجزاء المتبقية من النسيج الحيوى بواسطة مح

صوديوم  1 يد ال من كلور قل حجم  كررة وبأ سيل مت ية الل كون عمل مع ملاحظة أن ت مولر 

 للأحماض النووية فى المحلول المتحصل عليه. حتى لا تتم عملية التخفيف

سبة 95ايل يتم ترسيب الأحماض النووية وما يصاحبها من بروتين بواسطة كحول إيث -8 % بن

برد ويضاف ل : المحلول ويلاحظ عند إضافة ( كحول إيثاي1:2) كحول الإيثايل أن يكون م

 خل.إلى المحلول بهدوء على جدار الكأس أو الدورق المخروطى من الدا

 .ساعة 1يترك المحلول بعد إضافة كحول الإيثايل فى الثلاجة مدة من نصف :  -9

 



 ويستفاد من طريقة إضافة كحول الإيثايل بهدوء على جدار الكأس فى:

 الأنسجة النباتية من الصبلات التى توجد بها. DNAتخليص الذ  -1

 ن.الأنسجة الحيوانية من ما قد يتبقى من الهيموجلوبي DNAتخليص الذ  -2

 تخليص النيكليوبروتين من الكربوهيدرات. -3

 كما يساعد وضع المخلوط فى الثلاجة على تقليل ذوبان الكربوهيدرات فى الوسط.

ستيل  DNAيفصل الذ  -10 من الأستل فة  قة نظي ير بساق زجاجية أو بواسطة ملع صلب غ أو ال

 القابل للصدأ.

يل يؤخه راسب الأحماض النووية وتجرى عليه عملية غسيل وتجفيف  -11 بواسطة كحول إيثا

 ( ثم إثير وتجفيف الراسب هوائيا.1:1% ثم خلط كحول وإثير )95

 والبروتين ولكى يتم التخلص من  DNA, RNAالراسب المتحصل عليه يحتوى على  -12

 نجرى الخطوات الأتية:والبروتين  RNAالذ 

ند  -أ منظم ع لول  فى مح سب  من  pH 8يهاب الرا كون  سترات م منظم ال لول   NaClبمح

 على الترتيب. 0.015، 0.15رات الصوديوم فقط بنفس النسب سابقة الهكر وست

سبةلوط من الكلوروفورم وكحول أيزو إثم يضاف مثل حجمه مخ -ب يل بن يدا  1:1 ما يرج ج و

 دقيقة ثم يترك حتى يظهر سطح انفصال. 15-10لمدة 

سحب  -13 يتم  تى  ية ح كرر العمل كها ت يرة وه قة تسحب الطبقة المائية بواسطة سرنجة كب الطب

 ويتم تكرار ههه العملية أكثر من مرة. DNA, RNAالمائية المحتوية على 

يضاف إلى طبقة الريم أو الطبقة العضوية قليل من المحلول المنظم ويتم رجها لمدة خمس  -14

 .DNAدقائق ثم تجمع الطبقة المائية إلى ما سبق لضمان جمع كل الذ 

 ملحوظة:

ضافة  ية إ ههه العمل لذ يفضل عند إجراء  نزيم ا لول إ ساعدة  Proteaseمح لك للم شط وذ الن

 على فصل البروتين من النيكليوبروتين.

نزيم °37يؤخه المحلول ويحضن على درجة حرارة  -15 لول أ مع مح لهى  Ribonuclaseم  ا

 إلى نيكليوتيدات حرة. RNAالذ يقوم بتحليل 

يل  -16 سبة )95يضاف كحول إيثا بونيكليز بن مع الري ية التحضين  عد عمل ( لترسيب 1:2% ب

 فقط.  DNAالذ

لذ  -17 لى ا جرى ع يل  DNAي لوط إيثا ثم مخ يل  لول إيثا سطة مح يف بوا سيل وتجف ية غ عمل

 وإثير ثم إثير فقط كما سبق.



 هوائيا ويحفظ فى الثلاجة لقياس بعض الإختبارات علية مثل: DNAيجفف الذ  -18

1- GC ratio. 

2- Denaturation curve. 

3- Hydrolization RNA and DNA. 

 آخر. DNAأو قياس التشابه بين  DNA, RNAلتوأم بين الذ أى قياس ا

 

 الاختبارات الوصفية للأحماض النووية

 وصفيا: RNAأولا: الكشف عن الـ 

 :Riboseوذلك بالكشف عن سكر الذ 

فى 1ملل من محلول الأورسينول )RNA  +2ملل من محلول الذ  2يؤخه  -1 مهاب  جم أورسينول 

 %(.0.1مركز بنسبة ال HClب فى حمض الذ مها ملل محلول كلوريد حديديك 100

لذ  20سخن فى حمام مائى لمدة  -2 لة وجود ا دقيقة فيتلون المحلول باللون الأزرق المخضر فى حا

Ribose  دلالة على وجود الحمض النووىRNA. 

 وأساس هذا الاختبار:

ئات  Riboseمن السكر الذ  Furfuralهو تكوين الفورفيورال  ثلاث جزي نزع  لك ب  ماءوذ

لذ  مض ا سطة ح نه بوا لذ  HClم مع ا يورال  ثف الفورف ثم يتك كز،  كب  Orcinolالمر طى المر ليع

 كما يتضح من المعادلات الآتية: المعقد ذو اللون الأزرق المخضر

 

 وصفيا: DNAثانيا الكشف عن الـ 

 :Deoxyriboseوذلك بالكشف عن سكر الذ 

خه  -1 لذ 1يؤ لول ا من مح لل  من  DNA  +4م لل  مين م يل أ  Diphenylamineمحلول داى فين

بة  ضر بإذا جى + 100فى  Diphenylamineجم  1المح يك ثل حامض خل لل  لل  2.75 م م

 حمض كبريتيك مركز.

لون أزرق أو  -2 برد فيظهر  ثم ي لى  مائى يل فى حمام  قائق  مدة عشرة د سابق ل يسخن المخلوط ال

 بنفسجى محمر.



 التقدير الكمى للأحماض النووية

 لتحليل الكمى للأحماض النووية على أساس:تبنى طرق ا

تقذذدير القواعذذد الأزوتيذذة العطريذذة غيذذر المتجانسذذة مثذذل الأدنذذين والجذذوانين واليوراسذذيل  -1

 والسيتوزين.والثيامين 

والذذذ  RNAفذذى الذذذ  Riboseتقذذدير الأصذذل الكربوهيذذدراتى فذذى الأحمذذاض النوويذذة، الذذذ  -2

Deoxyribose  فى الذDNA ت اللونية.وذلك عن طريق التفاعلا 

 تقدير فوسفور الأحماض النووية. -3

 وفيما يلى تقدير الأحماض النووية عن طريق وحدة السكر:

لذ  قدير ا سكرين  Ribose and Deoxyriboseيتم ت من ال كل  ساس أن ل لى أ يا ع لون

لذ  من ا كل  يز  قدير وتمي تيح ت ما ي لذ  RNAالأحاديين طرق كيميائية مختلفة عن الأخر م  DNAوا

 البعض.عن بعضهم 

عد  مع القوا ها  طة ب سكر المرتب يد ال عة الده ير مجمو ساس تحر لى أ ية ع طرق مبن لب ال إلا أن أغ

ماض  لة الأح يق معام عن طر ضى أو  سط حم فى و ية  فاعلات الكيميائ بإجراء الت لك  ية وذ الأزوت

أو  Trichloroacetic acid 5%النووية بواسطة الأحماض حيث أن غليان الأحماض النووية مع 

سكر  N-glycosideوذلك فى حمام مائى يتم كسر رابطة  HCl 0.05 Nنها فى محلول غليا بين ال

 والقواعد الأزوتية.

 على هذا الأساس:وتوجد عدة طرق مبنية 

 DNA  (Deoxyribose:)تقدير الـ 

 .Discheوالمعروفة بطريقة  Diphenylamineأولا طريقة الذ 

 الجواهر الكشافة:

 2.75ملل حمض خليك ثلجى ثم يضاف  100جم مهاب فى  Diphenylamine 1محلول  -1

 مركز. 4SO2Hملل حمض 

 ملليجرام ملليلتر. 500 – 50يحتوى على  DNAمحلول  -2

 طريقة العمل:

ضاف  DNAملل من محلول الذ  2إلى حوالى  -1 من محلول 4ي لل  ثم  Diphenylamineم

مدة  مائى ل مام  لى ح سخن ع ناي حظ أث لك يلا عد ذ برد ب ثم ي قائق  شرة د بأن ع سخين  ء الت

 المحلول يتلون باللون الأزرق الثابت.

 .(nm 595)عند طول موجى  Spectrophotometerيقاس اللون الناتج على جهاز الذ  -2



 وفيها: Burtonولقد أجرى تعديل لههه الطريقة بواسطة العالم 

من  1.5يهاب  • ساخن  100فى  Diphenylamineجم  جى  يك ثل حامض خل لل  م

 مركز. 4SO2Hملل  1.5ويضاف إليه 

 ملل ماء.1ملليجرام  16يحضر محلول أسيتالدهيد تركيزه  •

لذ  • ته  DNAيحلل ا يك قو حامض بيركلور سطة محلول  مدة  0.5بوا قة  10ع ل دقي

 م.°70وعلى درجة حرارة 

 طريقة العمل:

 ملل من محلول الأسيتالدهيد. 0.1مع  Diphenylamineملل من محلول  20يخلط  -1

حوالى  -2 من  2إلى  لل  لذ م لول ا ضاف  DNAمح يك ي سطة بيركلور من  4المحلل بوا لل  م

 .1المخلوط السابق رقم 

 ساعة. 20 – 16م لمدة °30يحضن المخلوط على درجة حرارة  -3

 على طول موجى  Spectrophotometerيقاس اللون الأزرق المتكون بواسطة جهاز الذ  -4

(600 nm). 

ة حيث تصل حساسيتها إلى تقدير مقدار وقد أدى هها التطور إلى زيادة حساسية ههه الطريق

 من

 ميكروجرام. 100 – 5يقع ما بين  DNAالذ  

 

 :CERIOTTIثانيا طريقة 

 الجواهر الكشافة:

 فى ماء مقطر. Indol% 0.04محلول  -1

 مركز. HClحمض  -2

 كلوروفورم. -3

 .Trichloroacetic acid% 5محلل بواسطة  DNAمحلول  -4

لذ تمتاز ههه الطريقة بأنها حساسة حيث يم بين  DNAكن باستخدامها تقدير مقدار من ا  – 5ما 

 ميكروجرام. 50

 طريقة العمل:

لى  -1 لذ  2إ لول ا من مح لل  ضف  DNAم لذ  1أ لول ا من مح لل  ضف  Indolم لل  1ثم أ م

 ثم برد. دقائق حلول فى حمام مائى يللى لمدة عشروسخن الم HClحامض 



يتم ملل فى ك 4يستخلص ثلاث مرات باستخدام الكلوروفورم ) -2 مع فصل حيث  فى ق ل مرة 

 فصل الطبقة المائية المتميزة باللون الأصفر.

يتم عمل طرد مركزى لههه الطبقة ونفصل الشوائب ويقاس الأمتصاص الضوئى عند طول  -3

 موجى 

(490 nm). 

 

 :Webbثالثا طريقة 

 الجواهر الكشافة:

 % بارا نيتروفينايل هيدرازين فى كحول إيثايل.0.5محلول  -1

2- Butylacetate. 

 ع.KOH 1أو  NaOHمحلول  -3

 .Trichloroacetic acid% 5محلل بواسطة  DNAمحلول الذ  -4

 طريقة العمل:

 نايل هيدرازين.ملل من محلول بارا نيتروفي DNA 0.2ملل من محلول الذ  4أضف إلى  -1

لك  20يسخن على حمام مائى لمدة  -2 ثرى وذ شكل كم مع وضع غطاء زجاجى على  قة  دقي

 المحلول. لمنع حدوث التبخير من

 .Butylacetateملل من محلول  10يبرد المخلوط ثم يضاف  -3

مدة  -4 يدا ل ترج ج تللق الأنابيب جيدا بواسطة غطاء زجاجى مصنفر أو بسدادة كاويتشوك ثم 

 دقائق. 5

سرعة  5تطرد الأنابيب فى جهاز طرد مركزى لمدة  -5 قائق على  فى  3000 – 2000د فه  ل

 الدقيقة.

ملل من  1ملل ويضاف إليها  3تى تكون عديمة اللون ويؤخه منها المائية اليتم فصل الطبقة  -6

NaOH  أوKOH 1  + ملل ماء مقطر فيظهر لون بنفسجى.1ع 

لذ  -7 هاز ا لى ج كون ع لون المت قاس ال موجى  Spectrophotometerي طول  لى   560)ع

nm). 

 



 (:Ribose)تقدير سكر الـ  RNAتقدير الـ 

 :Mayboiumأولا طريقة 

 :الجواهر الكشافة

 مركز. HCl% كلوريد حديديك فى 0.1محلول  -1

 ملل من المحلول الأول. 1ملليجرام أرسين لكل  10محلول أرسين يحضر بإذابة  -2

 .RNAمحلول  -3

 طريقة العمل:

ملل من محلول أرسين ويسخن المخلوط على حمام  2يضاف  RNAملل من محلول  2:1 -1

 دقيقة. 20مائى لمدة 

 .(nm 670)ئى عند طول موجى يبرد المحلول ويقاس الأمتصاص الضو -2

 

 :Euler and Hahnثانيا طريقة 

خه  -1 قة يؤ ههه الطري لذ 1فى  لول ا من مح لل  لول  RNAم مع مح قائق  مدة عشر د لى ل ويل

:  0.07)التالية كلوريد حديديك : حمض هيدروكلوريك مركز : حمض خليك ثلجى بالنسب 

 ( على الترتيب.6:  1

من 0.25ول ملل من محل 1يبرد المخلوط ثم يضاف  -2 فى مخلوط   HCl% فلورجلوسينول 

سب ال جى بالن يك ثل ية ) مركز : ماء : حمض خل مدة 2:  1:  1تال ترك ل يب وي لى الترت ( ع

 عشر دقائق.

 ساعة. 24دقائق ثم يبرد ويترك لمدة  4يللى المخلوط السابق فى حمام مائى لمدة  -3

 680)طول موجى  عند Spectrophotometerيقاس الامتصاص الضوئى على جهاز الذ  -4

nm). 

 

 :Webbثالثا طريقة 

ذذ تعتمد  سكر ال يل  قة على تحو مع  Riboseههه الطري ير  عل الأخ ثم تفا يورال  لى فورف إ

 بروموفينيل هيدرازين.

 طريقة العمل:

لى  -1 من محلول  1إ لل  من حمض  1أضف  RNAم لل  لل  1ثم أضف  HCl (8 N)م م

 .NaClزيلول و 



 فى حمام مائى يللى.يسخن المخلوط لمدة ثلاث ساعات  -2

 ملل زيلول ويقلب جيدا ثم يطرد فى جهاز الطرد المركزى. 2يضاف يبرد المخلوط ثم  -3

 يضاف بعد ذلك محلول بروموفينايل هيدرازين. -4

 م.° 37يترك المخلوط لمدة ساعة على درجة حرارة  -5

بواسذطة جهذاز الذذذ  (nm 450)يقذاس كثافذة اللذون الأصذفر المتكذون عنذد طذول مذوجى  -6

Spectrophotometer. 

 ملحوظة:

نات  سية لعي يات قيا يتم عمل منحن سابقة  لذ تجدر الإشارة إلى أنه فى جميع الطرق ال سكر ا

Ribose  والذDeoxyribose  نقية حيث يتم بناء عليها تقدير ما ينتج من الذRNA  والذDNA. 

 

 تقدير الأحماض النووية عن طريق وحدة الفوسفور:

قدير الفوسفو صورة تعتمد طريقة ت لى ال صورة العضوية إ من ال يل الفوسفور  ر على تحو

حمض البيركلوريك وحمض الكبريتيك المركز لإجراء عملية الهضم غير العضوية وذلك باستخدام 

 والتحليل للأحماض النووية.

 ومن ههه الطرق:

 طريقة مولبيدات الأمونيوم وفانيدات الأمونيوم:

 أولا تحضير الجواهر الكشافة:

 ملل ماء مقطر. 400جم مولبيدات الأمونيوم فى  22.5يهاب  -1

 ملل ماء مقطر. 300جم فانيدات أمونيوم فى  1.25يهاب  -2

قم  -3 لول ر قم  1يضاف مح ثم يضاف  2على ر فة  حرارة اللر لى درجة  برد إ لل  250وي م

 حامض نيتريك مركز ويكمل المحلول إلى لتر.

 ثانيا تحضير المحلول القياسى وعمل المنحنى القياسى:

يزه  4PO2KHجم من  0.2195هاب ي • جزء  50ويخفف إلى لتر فينتج محلول ترك

 فى المليون من الفوسفور.

ير  • ية:  (ppm 50)يؤخه من المحلول الأخ  ml 20 ,15 ,10 ,5 ,0.5الحجوم التال

لى  مل إ يزات  50وتك لى ترك لل فنحصل ع لى  0.75 ,0.5 ,0.25 ,0.125م ع

 الترتيب.



 التقدير:

ملليجرام( أى يؤخه  1 – 0.1حجما يحتوى على ) RNAأو الذ  DNAيؤخه من محلول الذ  -1

 الحجم المناسب الهى يعطى لونا مع الجوهر الكشاف.

 ملل. 50ينقل هها الدورق إلى دورق معيارى سعة  -2

طر حتى  10يضاف  -3 ماء المق يدا ويخفف بال يرج ج ثم  شاف المحضر  جوهر الك ملل من ال

 ملل. 50الحجم النهائى 

 .(nm 470)دقيقة على طول موجى  30الضوئى بعد تقرأ الأمتصاص  -4

 انيدات لونه أصفر.اللون المتكون ناتج من تفاعل الفوسفات مع المولبيدات والف

 تحسب كمية الفوسفور بالعينة من المنحنى القياسى السابق. -5

 ملحوظة:

يك وحمض  RNAأو الذ  DNAيمكن بعد فصل الذ  إجراء عملية الهضم بواسطة حمض البيركلور

 الكبريتيك المركز.

 :DNAالخصائص الطبيعية للذ 

من  -1  Ultraفى سلسلة الحلزون المزدوج يلاحظ أن قواعد كل نيكلوتيدة تمتص كمية ضوء 

Violet light  عد أقل من النيكلوتيدات الحرة الفردية وهها يرجع إلى تكدس أو وجود القوا

 واحدة أمام الأخرى )مرصوصة(.

كل زوج تد DNAعند تسخين محلول الذ  -2 يت  ية لتفت ريجيا حتى تصبح الطاقة الحرارية كاف

لذ  يب ا فإن ترك عد  كدس القوا قوة ت ية  DNAمن القواعد وبالتالى  سلة فرد نتج سل هار وت ين

 عشوائية وهها يسمى:

Melting of DNA double helical structure. 

 تزيد. O.D يحتوى على سلاسل فردية فإن كثافة المحلول الضوئية DNAعندما يصبح الذ  -3



Deassociation & Reassociation: 

هها  DNAالفك ثم إعادة الالتحام لتوضح نظام ترتيب القواعد فى الذ  يات  ويلاحظ أن منحن

لذ  Denaturationالاختبار عكس منحنيات الذ  من ا فة  من حيث  DNAوتتميز بها الأنواع المختل

سمى بدرجة  فى Hetrogenltyأو عدم التجانس  Homogenltyالتجانس  ما ي القواعد الأزوتية في

 التجميع.

Denaturation & Renaturation: 

 بواسطة: DNAللذ  Denaturationيمكن عمل الذ 

 القلويات. -1

 الأحماض. -2

 الحرارة. -3

 DNAفذذك السلسذذلتين الملتفتذذين حذذول بعضذذهما فذذى الذذذ  Denaturationوالمقصذذود بالذذذ 

 (.DNA)التلير فى التركيب الطبيعى للذ 

 إلى: Denaturationحدوث الذ  ويرجع

 بواسطة القلويات: -1

فى صورة  ية  عد الأزوت يات  Ketoformعادة ما يكون أكسجين القوا ستخدام القلو ند ا وع

وبالتذالى لا تتكذون الذذروابط الهيدروجينيذة بذين القواعذذد  Enolformتتحذول إلذى الصذورة الذذذ 

 وبعضها البعض.

حيذذث يكتسذذب نيتذذروجين القاعذذدة  Protonizationفذذى حالذذة اسذذتخدام الأحمذذاض يحذذدث  -2

وبالتذذالى لا تتكذذون  Amonium formالآزوتيذذة البروتذذون مذذن الحذذامض ويتحذذول إلذذى 

 الرابطة الهيدروجينية.

عن فى حالة استخدام الحرارة  -3 حرارة  فع درجة ال لذ ° 100نجد أن عند ر شريطى ا فرد  م ين

DNA ند خفض درجة لك ع كن ذ خرى ول تدريجيا  ويمكن أن يعاد إلتحامه مره أ حرارة  ال

 وليس بشكل مفاجئ.



 :Renaturation or Reassociationمنحنيات الـ 

لذ  يات ا فى منحن حظ  لذ  Renaturationيلا ية ا كس عمل ها ع حل  Denaturationأن مر بالمرا وت

 الآتية:

 ويستفاد من هذه المنحنيات فى:

لذ  -1 فى ا ية  عد الأزوت كرار القوا جانس ت ناطق ت لف  Hologenomaتحديد م  Genomaوتخت

 Genomaففى  Genomaالكائنات الحية عن بعضها البعض بدرجة تليير فى الدور الحيوى للذ 

والتذذى تعتبذذر  Eukaryoticالذذذ  Genomaعلذذى  Monophaseنجذذد أنذذه  Prokaryoticالذذذ 

Diploid or Triploidphase. 

نوع  Genomaفمثلا  من  بر  ناطق  Threephaseللإنسان تعت لذ فتوجد م كرار ا يزة لت مم

DNA Human  ويتميزGenoma :الإنسان بوجود المراحل الآتية 

1- Rpetitive sequence. 

2- Midle rpetitive sequence. 

3- Highly repetitive sequence. 

 الكائنات الحية. DNA genomaثم حساب نسبة كل من ههه المناطق فى 

نواع )التركيز المولى فى  Con. Curvesمقارنة  -2 ية( لأ ثل  DNAالثان جاد التما فة وإي مختل

 .DNAوالاختلاف بين ههه الأنواع من الذ 

 عند تخليقة بعض الإنزيمات. Genomaيمكن حصر ) إيجاد( نشاط محدد لجزء من الذ  -3

 قياس العمومية بين الكائنات الحية. Renaturationيمكن من منحنيات  -4


